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A pecuária bovina brasileira é baseada, predominantemente, na utilização de pastagens para a 
alimentação animal. Estas cobrem extensas áreas, o que viabiliza o maior rebanho comercial 
do mundo e a posição de maior exportador de carne bovina. U. humidicola está entre as 
forrageiras exóticas mais cultivadas nas pastagens brasileiras; ocorre em locais úmidos, de 
drenagem deficiente ou com inundação sazonal, razão pela qual ocupa extensas áreas no 
cerrado e na região amazônica. Espécies nativas do gênero Paspalum, apresentam potencial 
forrageiro e ornamental, e destacam-se pela grande variabilidade intra-específica a ser 
explorada. O lançamento de novas cultivares é uma alternativa para a diversificação das 
pastagens, e é a principal forma de atenuar problemas provenientes do monocultivo. Contudo, 
essas gramíneas têm seu perfil genético-molecular-genômico pouco estudado. E conhecer a 
extensão da variabilidade genética contida dentro dos bancos de germoplasma auxilia no 
planejamento de estratégias para maximizar os ganhos genéticos em programas de 
melhoramento. Nesse contexto, esta tese teve como objetivo contribuir para o conhecimento 
sobre a genética e genômica de espécies desses dois importantes gêneros de forrageiras 
tropicais. A partir do método RNA-seq e, montagem de novo, foi obtido o perfil 
transcriptômico global de folha de U. humidicola e folha e flor de P. notatum. Para U. 
humidicola foram obtidos 35.093 unigenes, representando o primeiro transcriptoma para a 
espécie. Esses foram anotados e relacionados à vias de fixação de carbono C4, síntese de 
lignocelulose e à resposta ao stress por alagamento. A busca por potenciais marcadores 
revelou 4.489 microssatélites (SSR) e 560.298 single nucleotide polymorphisms (SNP). 
Foram identificados genes únicos e diferencialmente expressos, corroborados por qPCR, entre 
os dois genótipos do banco de germoplasma da Embrapa utilizados para análise, o acesso 
apomítico BH16 “cultivar BRS Tupi (CIAT 26149) e o único genótipo sexual da espécie, o 
acesso BH031 (CIAT 26146). Sugere-se, ainda, uma provável origem híbrida para o BH031. 
Para P. notatum, foi gerado um transcriptoma altamente representativo, a partir de dois 
tecidos (folha e flor) de seis genótipos com réplicas biológicas, que apresentam diferentes 
ploidias e modo de reprodução (sexual ou apomítico), resultando em mais de 100.000 
unigenes montados com métricas robustas. Através de abordagens de expressão diferencial de 
genes entre sexuais e apomíticos, enriquecimento dos termos GO (Gene Ontology) e rede de 
coexpressão gênica, foram identificados genes candidatos a apomixia. Esses podem ser 
melhor investigados, visando elucidar esse intrigante mecanismo de reprodução, como 
também, desenvolver marcadores ligados a apomixia. Adicionalmente, no estudo de 
Paspalum, foram desenvolvidos marcadores SSR genômicos inéditos para P. plicatulum, e 
transferidos para outras espécies que compõem grupo botânico Plicatula, constituindo uma 
ferramenta valiosa para o estudo da variabilidade genética de acessos de banco de 
germoplasma das espécies estudadas. Ainda, buscando aprofundar o conhecimento sobre o 
complexo grupo Plicatula, obteve-se um expressivo conjunto de dados genômicos através de 
RAD-seq para as espécies. De modo que podem ser usados para auxiliar na classificação 
taxonômica e delimitação de espécies, bem como nos programas de coleta, conservação e 
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Brazilian cattle ranching is predominantly based on the use of pasture for livestock feeding. 
These cover extensive areas, which makes the world's largest commercial herd feasible and 
the position of the largest beef exporter. U. humidicola is among the exotic forages most 
cultivated in Brazilian pastures; occurs in humid places, poor drainage or seasonal flooding, 
which is why it occupies extensive areas in the cerrado and Amazon region. Native species of 
the genus Paspalum, present forage and ornamental potential, and stand out for the great 
intra-specific variability to be explored. The launching of new cultivars is an alternative to 
pasture diversification, and is the main way to mitigate problems arising from monoculture. 
However, there are few studies about the genetic-molecular-genomic profile in these forage 
grasses. And knowing the extent of genetic variability contained within germplasm banks 
helps in planning strategies to maximize genetic gains in breeding programs. In this context, 
this thesis aimed to contribute to the knowledge on the genetics and genomics of species of 
these two important genus of tropical forages. Using RNA-seq and de novo assembly, the 
global transcriptomic profile of U. humidicola leaf and leaf and flower of P. notatum was 
obtained. For U. humidicola, 35,093 unigenes were obtained, representing the first 
transcriptome for the species. These were annotated and related to C4 carbon fixation 
pathways, lignocellulose synthesis and stress response to flooding. The search for potential 
markers revealed 4,489 microsatellites (SSR) and 560,298 single nucleotide polymorphisms 
(SNPs). We identified unique and differentially expressed genes, corroborated by qPCR, 
between the two genotypes of the Embrapa germplasm bank used for analysis, apomictic 
 
accession BH16 “BRS Tupi cultivar” (CIAT 26149) and the only sexual genotype of the 
species, accession BH031 (CIAT 26146). Also the probable hybrid origin for BH031 was 
suggested. For P. notatum, a highly representative transcriptome was generated from two 
tissues (leaf and flower) of six genotypes with biological replicates, presenting different 
ploidy and mode of reproduction (sexual or apomictic), resulting in more than 100,000 
unigenes assembled with robust metrics. Differential gene expression approaches between 
sexual and apomictic, enrichment of GO terms (Gene Ontology) and gene coexpression 
network, were identified as candidates for apomixia. These can be better investigated to 
elucidate this intriguing mechanism of reproduction, as well as to develop markers linked to 
apomixis. Additionally, in the Paspalum study, the first genomic SSR markers for P. 
plicatulum were developed and transferred to other species that make up the Plicatula 
botanical group, constituting a valuable tool for the study of the genetic variability of 
germplasm bank accessions of the species studied. Still, in order to deepen the knowledge 
about the complex Plicatula group, an expressive set of genomic data was obtained through 
RAD-seq for the species. So it can be used to aid in the taxonomic classification and species 
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No Brasil, a pecuária bovina de corte e de leite baseia-se, predominantemente, na 
utilização de pastagens para a alimentação animal, onde aproximadamente 90% dos nutrientes 
que os ruminantes precisam são obtidos diretamente do pasto (Euclides et al., 2010). A 
utilização de pastagens com alto valor nutritivo é um dos fatores mais importantes para a 
redução de custos na produção agropecuária. As gramíneas provêm energia, proteína e fibras 
para promover a mastigação, ruminação e saúde do animal (Leopoldino, 2000). A criação de 
animais em pastos cultivados constitui-se em um dos fatores de competitividade e diferencial 
qualitativo para a carne brasileira, contribuindo de forma decisiva para a elevação do Brasil à 
condição de segundo maior produtor e primeiro exportador de carne do mundo (Alves, 2008).  
Estas pastagens cobrem extensas áreas, cerca de 259 milhões de hectares, e 
abrigam cerca de 218 milhões de cabeças de gado (IBGE, 2017), constituindo o maior 
rebanho comercial do mundo (FAOSTAT, 2011). As sementes também são economicamente 
importantes para o país, pois o Brasil tornou-se o maior produtor e exportador de sementes 
forrageiras do mundo, estas movimentam um mercado de cerca de 240 milhões de dólares 
anuais, equivalente ao do mercado de sementes de milho (Resende et al., 2008).  
A intensificação da atividade pecuária pressupõe o desenvolvimento de cultivares 
de forrageiras com melhor desempenho e eficiência na utilização de insumos, e com isso a 
grande demanda por variedades melhoradas e adaptadas aos diversos ecossistemas pastoris do 
Brasil. Grande parte das áreas cultivadas por forrageiras encontra-se estabelecida com 
cultivares exóticas e de reprodução clonal, o que representa sério risco para todos os sistemas 
de produção baseados no uso de pastagens (Valle et al., 2009). Este risco se deve, 
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principalmente, ao monocultivo de espécies forrageiras, que exerce grande pressão de seleção 
para ocorrência de pragas.  
Nesse sentido, o melhoramento genético de forrageiras e o lançamento de novas 
cultivares surgem como possível solução para a diversificação das pastagens brasileiras (Jank 
et al., 2011). A importância das forrageiras tropicais e seu melhoramento continuado está 
intimamente relacionada ao potencial de aumentar a competitividade de toda a pecuária 
nacional (Alves, 2008). Ainda, o Brasil apresenta cerca de 50 porcento das pastagens em 
variados estágios de degradação (Dias Filho, 2007), o que poderia se beneficiar da 
substituição por novas cultivares provenientes de programas de melhoramento. Estes dados 
mostram que ainda existe espaço para expansão da indústria do gado, sem o aumento das 
áreas de pastagens (Jank et al., 2011). 
A ciência aplicada ao melhoramento de forrageiras em países tropicais é 
relativamente jovem e somente foi intensificada nas últimas décadas. As forrageiras ainda não 
foram consideradas como domesticadas, e ciclos contínuos de cultivo e seleção são 
necessários para adequar às necessidades de mercado. Existe pouco conhecimento sobre a 
influência genética nas características agronômicas de interesse, assim como o mecanismo 
envolvido nestas relações genótipo-fenótipo (Jank et al., 2011).  
Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo expandir o conhecimento 
genético de espécies de dois importantes gêneros de forrageiras tropicais: Urochloa e 
Paspalum. Através do estudo seus transcriptomas, pela tecnologia de sequenciamento de 
RNA em larga escala (RNA-seq), contribuindo com a anotação de novos genes, conhecimento 
escasso nos principais bancos de genes internacionais para essas gramíneas tropicais; além do 
desenvolvimento e genotipagem de novos marcadores moleculares SSRs e SNPs. Esse tipo de 
informação representa benefícios diretos para os programas de melhoramento e na seleção 
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assistida por marcadores, e permite a elucidação de mecanismos moleculares envolvidos em 






























REVISÃO DE LITERATURA 
 
Forrageiras Tropicais e a Pecuária Nacional 
Entende-se por forrageiras o grupo de espécies destinadas à formação de 
pastagens, produção de forragens ou de adubação verde (Silva & Gameiro, 2005). Forrageiras 
tropicais constituem-se em um dos recursos mais importantes da produção animal. As 
pastagens tropicais são formadas por plantas de poucos gêneros de gramíneas e leguminosas 
(Valle et al., 2008). Gramíneas forrageiras são plantadas em pastagens ou em conjunto com 
leguminosas forrageiras fixadoras de nitrogênio atmosférico, beneficiando assim tanto a 
pastagem quanto o solo (Jank et al., 2011).  
No Brasil, a exemplo do que ocorre em outras regiões tropicais e subtropicais, a 
pecuária bovina é baseada principalmente na utilização de pastagens para alimentação animal, 
resultando no que é denominado “boi verde”. Estima-se que cerca de 259 milhões de hectares 
sejam ocupados por pastagens, sendo 99 milhões em pastagem com manejo e 160 milhões em 
pastagem natural (IBGE, 2017), sendo que 40% dessa área está localizada na região Centro-
Oeste, a qual mais se destaca na pecuária brasileira. Desde 2003, o rebanho brasileiro tem 
destaque no mercado mundial devido a algumas características que possibilitaram seu 
estabelecimento como o maior exportador de carne bovina do mundo. Além disso, a 
alimentação de origem vegetal atende à crescente demanda por segurança alimentar e à 
diminuição de problemas sanitários, conferindo uma vantagem competitiva da carne brasileira 
tanto no mercado nacional como no internacional (Cançado, 2009).  
A produção de sementes forrageiras, também se tornou uma atividade agrícola 
importante. O Brasil, por ser um país rico em terras férteis e de clima extremamente favorável 
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para o plantio, é um grande consumidor e também o maior exportador de sementes forrageiras 
do mundo (Silva & Gameiro, 2005). 
A pesquisa agropecuária e a disponibilização de novas tecnologias que abrangem 
todo o sistema de produção pecuária bovina, desde o melhoramento genético, sanidade, 
manejo, instalações, e, particularmente, o lançamento de novas forrageiras que permitiram o 
suporte de mais animais em uma mesma área, contribuem para que o Brasil se destaque na 
área de forrageiras (Barbosa, 2003). 
Dentre as gramíneas forrageiras que ocupam essas áreas de pastagens, destaca-se 
a predominância de espécies exóticas do gênero Urochloa. Desde a década de 1960, as 
cultivares de braquiária são as mais utilizadas como forrageira pelos pecuaristas brasileiros, 
assim como também, estão entre as mais importantes também no cenário da pecuária mundial 
(Karia et al., 2006). Atualmente, são registradas 22 cultivares de seis diferentes espécies do 
gênero (MAPA, 2017), que constituem mais de 85% da área total de pastagem cultivada no 
Brasil (Macedo, 2006). Todas as cultivares, exceto a única de U. ruziziensis, possuem modo 
de reprodução apomítico, portanto clones. Essa uniformidade genética das cultivares 
disponíveis, tornado-as mais suscetíveis à pragas como as cigarrinhas-das-pastagens, que 
dizimaram essas pastagens na Amazônia; ainda, os problemas de fotossensibilização em 
bezerros desmamados na braquiária; e as extensas áreas de pastagens com algum grau de 
degradação; demonstram a necessidade de maior diversificação genética de plantas 
forrageiras, estimulando a busca por outras variedades nos sistemas brasileiros de produção 
(Karia et al., 2006; Resende et al., 2008).  
A importância das espécies forrageiras nativas para uso em pastagens cultivadas 
vem sendo evidenciada, devido, principalmente, à adaptação destas às condições 
edafoclimáticas da sua região de origem (Nabinger, 1997). Dentre essas espécies, o gênero 
Paspalum ocupa um lugar de destaque, por possuir o maior número de espécies nativas de 
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interesse agronômico (Valls, 1987) e, especialmente, devido à grande variabilidade inter e 
intra-específica disponível (Batista & Godoy, 2000). Entre as espécies de Paspalum, P. 
notatum e P. dilatatum são as gramíneas forrageiras mais amplamente cultivadas, na América 
tropical e subtropical (Ortiz et al., 2013). O grupo Plicatula vem ganhando grande evidência 
dentro do gênero. De interesse particular, Plicatula contém grande diversidade de espécies e 
biótipos interessantes, além de atributos forrageiros (Novo et al., 2017). Várias cultivares já 
foram lançadas deste grupo pertencentes, principalmente à P. atratum, P. guenoarum e P. 
plicatulum (Evers e Burson, 2004). 
 
Melhoramento de Forrageiras do Gênero Urochloa e Paspalum  
 
O conceito de melhoramento de forrageiras pressupõe a existência de 
variabilidade genética e, envolve a criação e/ou seleção de genótipos com características 
desejáveis, a partir do controle genético destas características e sua variabilidade, resultando 
em maior produtividade e elevação do valor econômico das espécies (Borém & Miranda, 
2005; Resende et al., 2008). De um modo geral, um programa de melhoramento de plantas 
compreende três pré-requisitos fundamentais: (1) disponibilidade de um germoplasma com 
grande variabiabilidade inter e intra específica; (2) conhecimento adequado da biologia, 
citologia e sistema reprodutivo do material disponível; e (3) objetivos explícitos e realizáveis 
(Ortiz et al., 2013). 
O melhoramento de forrageiras tropicais, no Brasil e no mundo, é uma atividade 
recente, realizada por poucos grupos de pesquisa e concentradas em instituições públicas. No 
Brasil, os programas de melhoramento genético de espécies forrageiras têm por principal 
objetivo o desenvolvimento de novas cultivares mais produtivas, com boa qualidade 
nutricional, adaptadas a estresses bióticos e abióticos, e que produzam sementes de boa 
qualidade. Devem ainda, produzir adequadamente em condições de pastejo e, possibilitar 
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maior eficiência na sua transformação em produção animal, representando significativos 
avanços no aumento da produtividade pecuária (Karia et al., 2006; Resende et al., 2008).  
Para o desenvolvimento de novos cultivares, o envolvimento de uma equipe 
interdisciplinar e uma série de etapas são necessárias (Figura 1), que vão desde a 
disponibilidade de germoplasma com variabilidade até a avaliação do desempenho animal 
para o lançamento de uma cultivar (Resende et al., 2008; Valle et al., 2009). 
 
Figura 1. Etapas de avaliação no desenvolvimento de cultivares de gramíneas forrageiras 
apomíticas. Fonte: Valle et al. (2009). 
 
 Contudo, apesar da grande importância econômica dessas forrageiras, são raros 
os trabalhos de melhoramento genético com essas plantas ainda não domesticadas. Enquanto 
programas com espécies temperadas fazem uso de melhoramento assistido por marcadores e 
lançam centenas de variedades por ano, o cenário tropical depende ainda de seleção de 
cultivares de alguns poucos gêneros, a partir da variabilidade natual existente (Resende et al., 
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2008). Desconhece-se praticamente a maioria das características básicas ao nível genético e 
genômico, como a de estrutura de populações, sistema reprodutivo, diversidade genética, 
extensão da variabilidade, composição dos bancos de germoplasma e mapas genéticos 
moleculares.  
O processo de melhoramento genético de forrageiras no Brasil vem sendo 
desenvolvido desde meados da década de 1980, liderado pela Empresa Brasileira de Pesquisa 
Agropecuária (EMBRAPA), em parceria com instituições de ensino e pesquisa. Visando 
explorar a variabilidade natural das coleções, bem como a gerar nova variabilidade por meio 
de cruzamentos (Savidan et al., 1985). O envolvimento mais recente (2002) do setor privado 
(Unipasto – Associação para o Fomento à Pesquisa de Melhoramento de Forrageiras 
Tropicais), tem auxiliado no financiamento de algumas das atividades de pesquisa e como 
multiplicadores exclusivos e responsáveis pela comercialização dos cultivares (Valle et al., 
2009). O principal método de desenvolvimento de cultivares utilizado até o momento, para 
muitas espécies nativas e exóticas, é a seleção direta a partir da variabilidade natural (Jank et 
al., 2005; Miles, 2007). Esse método, embora mais simples e rápido, é finito. O melhoramento 
de forrageiras, via o processo de hibridação controlada, constitui-se a melhor opção na 
geração de novos cultivares (Valle et al., 2009).  
No caso do gênero Urochloa, uma gramínea exótica, o programa de 
melhoramento vem sendo realizado pela Embrapa Gado de Corte, cujo principal objetivo é 
obter híbridos persistentes, que reunissem características desejáveis de dois ou mais 
progenitores agronomicamente promissores. Para tanto, tem sido usado o cruzamento 
interespecífico, cruzando-se plantas sexuais com outras apomíticas e estudando-se o modo de 
reprodução nas progênies (Savidan & Valle, 1999). No entanto, as cultivares de braquiária 
mais importantes, foram desenvolvidas a partir da seleção de genótipos naturais coletados na 
África Oriental (Jank et al., 2014).  
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Para a espécie U. humidicola, estão disponíveis atualmente três cultivares 
(MAPA, 2017), U. humidicola cv. Tully, Llanero, e BRS Tupi. A BRS Tupi foi lançada em 
2011 pela Embrapa Gado de Corte, como resultado de uma seleção massal em populações 
originárias do Burundi, trabalhos que duraram 18 anos (Barbosa, 2012). Essa unidade possui 
uma representatividade grande da espécie, com 58 acessos em seu banco de germoplasma, 
que são duplicações dos 66 acessos referentes a U. humidicola mantidos pela coleção do 
CIAT (International Center for Tropical Agriculture) (Keller-Grein et al., 1996, Valle et al., 
2008, Triviño et al., 2017). A caracterização genética desse germoplasma através de 
marcadores moleculares (Jungmann et al., 2009; Jungmann & Vigna et al., 2010; Vigna et al., 
2011; Santos et al., 2015), tem revelado uma grande fonte de variabilidade genética contida 
nessa coleção representativa da espécie. 
A descoberta de uma planta poliplóide sexual, o acesso BH031, dentro da espécie 
predominantemente poliplóide apomítica, permitiu a realização de um cruzamento 
intraespecífico com a cultivar apomítica BRS Tupi (doador de pólen), originando a primeira e 
única população de mapeamento da espécie, até o momento. Esse cruzamento foi realizado 
em 2005, pela pesquisadora Cacilda Borges do Valle (Embrapa Gado de Corte), e gerou uma 
progênie de irmãos-completos com um total de 364 indivíduos F1 (Vigna, 2010; Ricci et al., 
2011), a partir da qual foram identificados 279 híbridos F1 por RAPD (Chiari et al., 2007; 
Bitencourt et al., 2008). Essa população tem sido objeto de diversos estudos (Zorzatto et al., 
2010; Bitencourt et al., 2007; Valle et al., 2008; Vigna, 2010; Santos, 2015), um deles, 
realizado por Vigna et al., (2016), realizou a construção do primeiro mapa genético e o 
mapeamento do loco que controla aposporia (apo-loco) na espécie. Foi também, a partir das 
amostras de folha dos seus genitores (BH031-sexual e BRS Tupi-apomítico), que na presente 
tese, foi obtido pela primeira vez o perfil global do transcriptoma da espécie. 
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Para o gênero Paspalum, uma importante coleção foi estabelecida na Embrapa 
Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa/Cenargen) (Rocha, 2014), onde estavam 
conservadas cerca de 1500 acessos de diferentes espécies (Valls, 1992). Com o aumento da 
necessidade operacional de distribuir o germoplasma entre vários centros de pesquisa no país, 
grande parte dessa coleção foi para Embrapa Pecuária Sudeste, onde a partir de 1989, o Banco 
Ativo de Germoplasma (BAG) do gênero Paspalum, do Centro de Pesquisa de Pecuária do 
Sudeste (CPPSE), foi estabelecido.  
Atualmente, o BAG é composto por 425 acessos de Paspalum (ALELO, 2017), e 
um total de 348 acessos de Paspalum é conservado in vivo, dos quais 65% pertence ao grupo 
Plicatula (Marcelo Mattos Cavallari, comunicação pessoal). O centro CPPSE desenvolve 
pesquisas, para obtenção de novas cultivares, principalmente de espécies do grupo botânico 
Plicatula (Batista & Regitano Neto, 2000). Visando identificar acessos de espécies nativas 
para uso como cobertura vegetal de superfícies de solo, com propósitos paisagísticos e de 
proteção. Foram selecionados recentemente, cinco novas cultivares de Paspalum, a maioria 
deles pertencentes à espécie P. notatum (Francisco H. Dübbern de Souza, comunicação 
pessoal). 
Ainda, um germoplasma de Paspalum composto, principalmente, por espécies Sul 
Brasileiras com potencial forrageiro para regiões subtropicais do Brasil, está disponível na 
Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A partir desse 
banco, diversos estudos agronômicos, genéticos e citogenéticos já foram realizados (Steiner, 
2005; Cidade, 2006; Dahmer, 2007; Reis, 2008; Pereira, 2009; Lopes, 2009, entre outros). Os 
estudos mais recentes apresentam avaliações do modo de reprodução através de análises 
citoembriológicas e uso de RAPD, além de avaliações agronômicas em híbridos 
intraespecíficos de P. notatum (Weiler et al., 2017, 2018). 
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Apesar da grande coleção existente para Paspalum, o uso e melhoramento de 
alguns acessos de interesse, no entanto, são frequentemente limitados pela falta de 
informações básicas, como dificuldade de correta identificação taxonômica, falta de 
caracterização do sistema reprodutivo, nível de ploidia e número de cromossomos e, 
principalmente, do conhecimento ao nível genético-molecular (estrutura de populações, 
extensão da variabilidade e origens evolutivas) (Cidade, 2011).  
Avanços significativos estão sendo alcançados nos estudos em Paspalum, 
principalmente após a tecnologia de sequenciamento de nova geração, permitindo a geração 
de dados genômicos funcionais através do sequenciamento de transcriptoma e 
desenvolvimento de marcadores moleculares. Cidade et al. (2013) realizaram um abordagem 
genético-molecular abrangente, acessando a diversidade e a organização genética de espécie 
de Paspalum, através do uso de marcadores microssatélites. Esses tipos de marcadores estão 
disponíveis para P. dilatatum e espécies próximas (Speranza et al., 2007), P. notatum (Cidade 
et al., 2009), P. atratum (Cidade et al., 2010), P. vaginatum (Liu et al., 1995; Harris-Shultz et 
al., 2013). E análises de transcriptomas, para P. vaginatum (Jia et al., 2015) e P. notatum 
(Ortiz et al., 2017). 
 
O Gênero Urochloa 
O gênero Brachiaria (Trin.) Griseb foi descrito pela primeira vez por Trinius em 
1834, como uma subdivisão de Panicum L., sendo elevado à categoria de gênero por 
Grisebach em 1853 (Trinius, 1834; Renvoize, et al., 1998). Brachiaria é classificada como 
um complexo monofilético no gênero Urochloa P. Beauv., ambos pertencentes à Poaceae 
(Torres González e Morton, 2005). Este complexo Brachiaria-Urochloa é um grupo irmão do 
gênero Panicum (Giussani et al., 2001). Contudo, os critérios taxonômicos ainda não são bem 
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definidos para diferenciação dos gêneros Brachiaria, Eriochloa, Urochloa e Panicum 
(Renvoize et al., 1996), e a delimitação desses ainda gera dúvidas.  
Recentemente, uma nova nomenclatura para algumas espécies antes descritas no 
gênero Brachiaria, foi sugerida com base em estudos florísticos, sendo então incluídas no 
gênero Urochlora (Gonzalez & Morton, 2005; Soreng et al., 2015). Essa nova sistemática tem 
sido utilizada como forma de sinônimos para algumas espécies, dentre elas as espécies 
comerciais U. humidicola, U. dictyoneura, U. ruziziensis, U. decumbens e U. brizantha 
(Triviño et al., 2017). Neste trabalho, utilizaremos a nova nomenclatura como sinônimo para 
aquelas espécies antes formalmente inseridas no gênero Brachiaria.  
As espécies de Brachiaria (syn. Urochloa) são originárias da América, Ásia e 
Austrália, a maioria das espécies descritas e cultivadas de braquiária é originária da África, 
seu maior centro de diversidade. Algumas dessas espécies africanas foram introduzidas no 
Brasil a partir de 1952 (Serrão & Simão Neto, 1971), incluindo as quatro principais espécies 
forrageiras cultivadas no Brasil, U. humidicola, U. decumbens, U. brizantha e U. ruziziensis 
(Renvoize et al., 1996). 
As forrageiras do gênero alcançaram grande importância no Brasil nos últimos 
trinta anos, viabilizando à expansão da atividade pecuária nos solos fracos e ácidos do 
Cerrados, portanto de baixa fertilidade, e criando pólos de desenvolvimento e colonização no 
Brasil Central (Souza et al., 2006). A boa adaptação dessas gramíneas a diversos tipos de 
solos e seu potencial forrageiro, está estreitamente relacionada à sua co-evolução com 
ruminantes herbívoros de grande porte. A pressão de seleção sobre as plantas consumidas sob 
pastejo contribuiu, de forma decisiva, para sua evolução como planta forrageira na África 
(Walton, 1983). As braquiárias economicamente importantes, ainda não podem ser 
consideradas domesticadas, pois essas espécies não dependem do homem para sobrevivência 
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e ainda não sofreram diferenciação morfológica e modificação em sua adaptação ecológica 
(Pereira et al., 2001). 
O gênero é caracterizado pela maioria de espécies poliplóides (de 4x a 10x) e de 
modo de reprodução apomítico, e alguns de modo de reprodução sexual. O número básico de 
cromossomos para o gênero pode ser n=6 (Risso-Pascotto et al., 2006), n=7 ou n=9 
(Darlington e Wylie 1955) e formam uma série poliplóidica.  
 
A espécie Urochloa humidicola 
Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga (syn. Brachiaria humidicola 
(Rendle) Schweickerdt.), também conhecida por “Quicuio-da-Amazônia” ou 
“Koroniviagrass”, é uma espécie perene, rizomatosa e crescimento estolonífero, de hábito de 
crescimento semi-ereto a prostrado e pode atingir 1m de altura. Os estolões são fortes, longos, 
de cor púrpura e enraízam com facilidade. As folhas são lineares, lanceoladas, semi-coriáceas 
e ápice acuminado (com 5-16 mm de largura e até 30 cm de comprimento; com média de 12 
cm ou menos), glabras ou esparsamente pilosas, com margens espessadas e miudamente 
serrilhadas. As nervuras das folhas carecem de pilosidades. As inflorescências são terminais e 
racemosas, apresentando de 2-5 racemos pilosos de 3 a 5cm de comprimento, em forma de 
espícula, amplamente espaçados em um eixo central. As espiguetas são uniseriadas, longas 
(4,5-5,5 mm de comprimento), pilosas, verdes manchadas de roxo e estão dispostas alternadas 
ao largo da raque, em duas fileiras (Smith et al., 1982; Assis, 2001; Matsuda, 2014). 
É originária do sudeste da África, onde ocorre naturalmente em áreas 
relativamente úmidas, de drenagem deficiente ou com inundações sazonais (Keller-Grein et 
al., 1996). Assim, esta é uma das poucas espécies que podem ser plantadas em áreas úmidas 
no Brasil, sendo extensamente cultivada na região amazônica, no pantanal e em áreas de 
alagamento no cerrado brasileiro (Valle et al., 2008). 
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A espécie é predominantemente poliplóide e apomítica, a apomixia é do tipo 
apospórica pseudogâmica facultativa, mas através da caracterização morfológica, citogenética 
e molecular desses acessos, foi identificado o único acesso sexual natural e hexaplóide da 
espécie, até o momento (Assis, 2001; Assis et al., 2003; Penteado et al., 2000; Jungmann & 
Vigna et al., 2010). O número básico de cromossomos para a espécie é descrito como x = 6 
(Adamowski et al., 2007; Boldrini et al., 2009a, 2009b), e o número de cromossomos varia de 
36 a 54 (Penteado et al., 2000). U. humidicola apresenta os maiores cromossomos quando 
comparada a outras espécies do gênero (Bernini & Marin-Morales, 2001) e, conteúdo de DNA 
de aproximadamente 1953 Mbp/1C ou 651 Mbp/1Cx (Ishigaki et al., 2010).  
A origem da poliploidia do gênero é desconhecida, embora a hipótese de uma 
hibridização entre dois genomas distintos e a formação de gametas não reduzidos venha sendo 
discutida (Boldrini et al., 2006, 2010; Mendes et al., 2006; Risso-Pascotto et al., 2006; Gallo 
et al., 2008; Nielen et al., 2010). A possível formação do acesso sexual (BH031) de U. 
humidicola como resultado de eventos de poliploidização foi sugerida por alguns autores 
(Boldrini et al., 2009a, 2009b). Além disso, através de análises moleculares por meio de 
marcadores microssatélites, Jungmann & Vigna et al. (2010) observaram uma composição de 
pool alélico muito diferente dos demais acessos da espécie, para esse genótipo. Observa-se 
que muitos dos marcadores desenvolvidos a partir da cultivar BRS Tupi não amplificam no 
acesso sexual (BH031), e o oposto ocorre quando a origem dos marcadores se dá a partir do 
acesso sexual (Santos, 2015; Santos et al., 2015). Somado a isso, recentemente Vigna et al. 
(2016) apresentaram que os híbridos F1 resultantes do cruzamento desses dois genótipos, 
mostraram várias anormalidades meióticas, além de locos microssatélites amplificando em 
duas regiões distintas, sugerindo a presença de dois genomas diferentes. 
Assim, Vigna et al. (2016) propõem uma origem alopoliplóide para U. 
humidicola, baseados em análises meióticas, corroboradas pelo comportamento de locos 
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microssatélites e na construção do primeiro mapa genético desta espécie. Os autores sugerem 
que os genótipos BH031 e a cultivar BRS Tupi de U. humidicola são alopoliplóides naturais 
recentes, que provavelmente se originaram da duplicação cromossômica natural de um 
triplóide. Esse triplóide pode ter sido originado de um cruzamento entre um genitor feminino 
sexual diplóide (2n = 2x = 12, genoma A) e um genitor masculino apomítico tetraplóide (2n = 
4x = 24, genoma B) que, após a meiose, deu origem a um triplóide (2n = 3x = 18, ABB). 
Assim como também, o triplóide pode surgir do cruzamento de dois pais diplóides (2n = 2x = 
12), um contribuindo com um gameta reduzido (n = 6, genoma A) e o outro contribuindo com 
um gameta não reduzido (n = 12, genoma B), o que já foi reportado para três espécies de 
Urochloa, incluindo U. humidicola (Gallo et al., 2008). Esse triplóide sofreu então duplicação 
cromossômica natural, formando um alohexaplóide (2n = 6x = 36, AABBBB). 
 
O Gênero Paspalum  
 
O gênero Paspalum foi descrito pela primeira vez por Linnaeus em 1759. 
Pertencente à tribo Paniceae, subfamília Panicoideae e família Poaceae (Soreng et al., 2015), 
uma das maiores famílias de angiospermas, Paspalum se destaca como um dos dez gêneros 
mais representativos, abrangendo aproximadamente 370 espécies (Ortiz et al., 2013). E ainda, 
dentre todos os gêneros de angiospermas, contém o maior número de espécies apomíticas, 47 
espécies (Ortiz et al., 2013; Hojsgaard et al., 2014).   
O gênero não possui caracteres exclusivos, mas é reconhecido por suas espiguetas 
plano-convexas, provavelmente a única sinapomorfia morfológica para o gênero; e ainda, 
inflorescências parciais tipo parciais racemiformes, e com raras exceções, pela ausência da 
gluma inferior (Oliveira, 2004; Rua et al., 2010). Segundo a revisão mais recente realizada 
por Ortiz et al. (2013), Paspalum tem sido classificado em quatro subgêneros: i) Anachyris 
(Nees) Chase, (Morrone et al., 2000; Urbani et al., 2002; Hojsgaard et al., 2008; Rua et al., 
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2010); ii) Ceresia (Pers.) Rchb.;  iii) Harpostachis (Trin.) S. Denham, antigo gênero Thrasya 
(Denham, 2005; Sánchez-Ken, 2010) e, iv) Paspalum sensu stricto, que sozinho compreende 
aproximadamente 300 espécies (Zuloaga & Morrone, 2005).  
No entanto, a classificação em subgêneros se baseia fundamentalmente em 
caracteres macromorfológicos, pois não há um esquema natural de classificação, baseado em 
caracteres bem definidos (Zuloaga & Morrone, 2005). Assim, o agrupamento informal 
originalmente proposto por Chase (1929), que é baseado, principalmente, em semelhanças do 
ciclo de vida, inflorescências e espiguetas, é amplamente aceito. 
Originalmente Chase (1929) dividiu o gênero Paspalum subgênero Paspalum em 
25 grupos informais. Mais tarde, Chase (1939), realizou uma revisão mais aprofundada do 
gênero, em que exclui a classificação de subgêneros, colocando as espécies em numerosos 
grupos sem categoria taxonômica formalizada (Chase, 1939, Zuloaga e Morrone, 2005). Essa 
classificação continua sendo utilizada até os dias atuais, embora a maioria desses grupos 
informais não possa ser diagnosticada exclusivamente por sinapomorfias morfológicas e, 
ainda, não foram delimitados por ferramentas moleculares (Ortiz, et al., 2013). 
O número cromossômico básico que ocorre na grande maioria das espécies é x = 
10 (Burton, 1940), embora relatos excepcionais incluam outros números cromossômicos não 
múltiplos de dez (Pozzobon et al., 2000). E os níveis de ploidia já observados, variam de 
diplóide a hexadecaplóide (Burton, 1940; Gould, 1966; Reeder, 1967).   
Em Paspalum a maioria das espécies apresenta a condição diplóide-sexual 
autoincompatível e poliplóide-apomítico pseudogâmico e autofértil, como os sistemas 
genéticos mais comuns (Quarín, 1992).  Um resumo dos sistemas genéticos observados em 
Paspalum estão apresentados na Tabela 1, cerca de 70% das espécies pertencem aos 2, 3 e 4 
(Ortiz et al., 2013).  A poliploidia é predominante, sendo o nível tetraplóide o mais frequente. 
A apomixia nos poliplóides é principalmente facultativa, embora a expressão da sexualidade 
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geralmente ocorra com menor frequência (Espinoza & Quarín, 1997; Quarin et al., 2001; 




Tabela 1. Diversidade de sistemas genéticos no gênero Paspalum. 
Grupo Sistema genético 
No. de 
espécies 
1 Diplóide, meiose regular, sexual e auto-fértil. 6 
2 Diplóide, meiose regular, sexual e autoestéril. Potencial aposporia observada em duas espécies. 12 
3 
Multiplóides (citótipos diplóides e poliplóides): diplóides com meiose regular, sexual e autoestéril, embora potencial aposporia tenha 
sido observada em oito citótipos diplóides; poliplóides (principalmente 4×) com associações cromossômicas geralmente multivalentes 
na meiose, apomíticos apospóricos, pseudogâmicos e auto-férteis 
19 
4 
Poliplóides (principalmente 4×) geralmente com associações cromossômicas multivalentes na meiose sugerindo autopoliploidia, 
excepcionalmente com cromossomos não pareados (alopoliploidia), apomíticos apospóricos, pseudogâmicos e auto-fertéis. 
19 
5 




Origem multiplóide ou alopoliplóide (sexual 4×, mais citótipos poliplóides superiores: 5×, 6× ou 8×), tetraplóides com 




Poliplóide, comportamento cromossômico asináptico ou desináptico na meiose, núcleo de restituição, apomíticos diplospóricos. P. 
conjugatum, P. longifolium, P. minus (diplosporia + aposporia). 
3 
8 Citótipos sexual tetraplóide e poliplóides superiores com apomixia diplospórica e alguns potenciais para aposporia P. scrobiculatum. 1 
Total 72 
Fonte: Ortiz et al. (2013). 
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O gênero apresenta ampla distribuição no mundo inteiro, abrangendo as regiões 
de clima tropical, subtropical e temperado, especialmente das Américas. Contudo, é 
importante destacar que sua abundância principal está localizada nas regiões sul e central do 
Brasil, leste da Bolívia, Paraguai, norte da Argentina e Uruguai (Quarin et al., 1996; Zuloaga 
e Morrone, 2005). O Brasil é o país que abriga o maior número de espécies de Paspalum, 
sendo o Cerrado o centro de origem e diversidade (Chase 1929, Judziewicz 1990, Zuloaga & 
Morrone, 2005). Valls & Oliveira (2012) listaram 204 espécies ocorrendo no Brasil, entre as 
quais 74 são endêmicas. Contudo, esses números ainda podem variar, pois a literatura sobre 
Paspalum na Região Nordeste do Brasil é praticamente escassa (Oliveira et al., 2013).  
Devido à grande diversidade inter e intraespecífica, à vasta área coberta por 
espécies de Paspalum em pastagens e gramados nativos, sua qualidade de forragem e 
adaptabilidade a diferentes ecossistemas, tornam as espécies desse gênero um importante 
constituinte forrageiro em pastagens naturais da América do Sul e suportam a importância do 
gênero para o setor agropecuário (Novo et al., 2016). Sobretudo, das espécies promissoras 
para uso como forragem como P. notatum, P. plicatulum e P. atratum, entre outras, 
pertencentes aos grupos Notata e Plicatula, que são de grande importância para o Brasil e, 
para os quais os esforços de estudo aqui foram concentrados. 
 
Grupo Notata 
O grupo Notata é formado por plantas perenes e largamente rizomatosas, e 
compreende 21 espécies (Zuloaga e Morrone, 2005), distribuídas do sul do México até o 
Chile, Argentina e Uruguai, em latitude de aproximadamente 40ºS.  Normalmente, habitam 
campos abertos e ensolarados, desde o nível do mar até 1500 m de altitude e, alguns 




Paspalum notatum (Flügge) é nativa da América do Sul constitui um importante 
componente das pastagens naturais do sul do Brasil, Argentina e Paraguai (Burton, 1948), 
tradicionalmente cultivada como gramínea forrageira, apresenta resistência ao pastejo, 
pisoteio e fogo (Otero, 1961). Representa uma das principais e mais bem conhecidas espécies 
do grupo, sobretudo devido a sua importância econômica, reconhecida mundialmente. No 
Brasil, é popularmente conhecida como “grama-batatais”, “pasto horqueta” na Argentina e 
internacionalmente como “bahiagrass”.  
A espécie apresenta vários níveis de ploidia e um sistema reprodutivo complexo, 
com citótipos diplóides (2n=2x=20) auto-incompatíveis e de reprodução sexuada, 
autotetraplóides apomíticos (Burton, 1948), triplóides e pentaplóides ocasionais (Tischler & 
Burson, 1995). Até a década de 50 todos os ecótipos conhecidos eram poliploides apomíticos, 
quando então foi descoberta a variedade diplóide sexual Paspalum notatum var. saurae. Isso 
trouxe uma vantagem para os programas que dependem de cruzamentos sexuais e de 
recombinação para a seleção de genótipos superiores, permitindo a introdução de significativa 
variabilidade em P. notatum, gerando novas perspectivas para o melhoramento genético da 
espécie (Dall’agnol & Schifino-Wittmann, 2005). Diversos biótipos são encontrados no Brasil 
e vários destes são dominantes na composição botânica de amplas áreas de pastagem natural, 
especialmente no Estado do Rio Grande do Sul (Barreto 1974).  
O germoplasma nativo desta espécie apresenta uma grande diversidade (Cidade et 
al., 2008), do qual alguns acessos apresentam uso como gramados e como forrageira. Três 
novas cultivares dessa espécie foram recentemente selecionadas pela Embrapa Pecuária 
Sudeste, para uso como gramados: P. notatum cv. Tuim, P. notatum cv. Aruaí e P. notatum 
cv. Maritaca (MAPA, 2017). P. notatum cultivada como gramados e na contensão da erosão, 
é muito eficiente, uma vez que ela é muito persistente, requer baixa fertilidade do solo, 
controla a proliferação de patógenos, sendo tolerante ao pisoteio (Gates et al., 2004). 
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Historicamente tem sido útil para melhorar os campos cultivados baseado na rotação de 
culturas. Nos Estados Unidos, o cultivo de P. notatum cv. Pensacola durante a rotação de 
culturas tem reduzido a incidência de doenças no cultivo de leguminosas forrageiras (Gates et 
al., 2004).  
 
Grupo Plicatula 
O grupo Plicatula, como descrito por Chase (1929), agrupa diversas espécies 
relacionadas morfologicamente à P. plicatulum, onde as características principais são as 
espiguetas contendo a lema inferior transversalmente enrugada e o antécio superior marrom 
escuro. Embora bem aceitas, essas não são características exclusivas desse grupo, ocorrendo 
em outros grupos de Paspalum e, ainda, outros gêneros de Paniceae (Oliveira, 2004). Somado 
a isso, há grande variabilidade dos caracteres vegetativos e reprodutivos das espécies do 
grupo, dificultando a delimitação de táxons (Zuoloaga & Morrone, 2005). Assim, várias 
espécies vêm sendo adicionadas ao grupo e, inclusive, a identificação como P. plicatulum 
vem sendo utilizada predominantemente para as várias espécies, até mesmo espécies bem 
estabelecidas, como P. geminiflorum e P. glaucescens, são encontradas erroneamente 
identificadas como P. plicatulum (Oliveira, 2004). Devido à ampla variabilidade morfológica 
de suas espécies e, considerado um intrincado complexo agâmico, o grupo Plicatula é 
reconhecido como altamente complexo sem uma delimitação clara (Killeen 1990). Uma 
exaustiva revisão taxonomicamente das espécies brasileiras do grupo foi realizada por 
Oliveira (2004), a qual enumerou um total de 33 espécies, através de estudos morfológicos.  
Atualmente são reconhecidas mais de 30 espécies classificadas a esse grupo 
(Oliveira, 2004; Novo et al., 2016), amplamente distribuídas no Brasil, que abriga na região 
centro-oeste o centro de diversidade do grupo, como também no leste da Bolívia, o leste do 
Paraguai e o Nordeste da Argentina (Sartor et al., 2009).  
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As espécies deste grupo são em sua maioria tetraplóides apomíticos, porém já 
foram descritos, para algumas espécies, variados níveis de ploidia, desde o diplóide sexual a 
citótipos específicos com 2n=60 apomíticos (Quarín et al., 1996; Hunziker et al., 1998; 
Pozzobon et al., 2000). O sucesso na duplicação cromossômica de um citótipo diplóide sexual 
de P. plicatulum no nordeste da Argentina, originou uma planta tetraplóide sexual auto-
incompatível (Sartor et al., 2009). Isso vem permitindo aos programas de melhoramento de 
plantas envolvendo hibridações, promover cruzamentos com outras espécies do grupo, como 
P. guenoarum (Aguilera et al., 2011), P. chaseanum (Novo et al., 2013) e P. oteroi (Novo et 
al., 2016). Além de uma abordagem mais recente de Novo et al. (2017), que buscaram realizar 
hibridizações dessa planta tetraplóide sexual com outras 11 espécies do grupo Plicatula, além 
de incluir acessos de tetraplóides apomíticos de P. plicatulum como doadores de pólen, 
gerando híbridos viáveis em 15 dos 22 cruzamentos realizados. Esses cruzamentos permitem 
explorar a variabilidade genética contida em muitas espécies apomíticas, abrindo caminho 
para novas abordagens no estudo genético do grupo Plicatula, incluindo estudos sobre a 
herança da apomixia (Sartor et al., 2009; Novo et al., 2017).  
Os acessos de germoplasma deste grupo apresentam grande potencial forrageiro 
(Sartor et al., 2009). Contudo, antes desse recurso genético, as cultivares lançadas para 
pastagem ao longo dos anos eram oriundas de seleção direta de coleções de plantas em 
diferentes regiões do mundo (Evers e Burson, 2004), principalmente para três espécies, P. 
plicatulum (Oram, 1990), P. atratum (Kretschmer et al., 1994; Quarin et al., 1997) e P. 
guenoarum (Ramírez, 1954). No Brasil, destacam-se P. plicatulum cv. Hartley, conhecida 
como “pasto negro”, é originado de sementes coletadas no Brasil em 1948 e reintroduzido no 
país, após lançamento comercial a partir da Austrália (Oram, 1990; Batista & Godoy, 1998); 
P. atratum cv. Pojuca, originário da região central do Brasil (Valentim et al., 2000); e mais 
recentemente P. lepton cv. Chauá (MAPA, 2017), esses últimos lançados pela Embrapa. 
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Haja vista a importância do germoplasma do Brasil e o uso crescente de suas 
espécies como fonte de materiais forrageiros, estudos do grupo Plicatula se faz extremamente 
necessário, sobretudo no que diz respeito à revisão taxonômica das espécies e conhecimento 
da sua variabilidade genética, visando sua utilização em projetos de melhoramento e no 
intercâmbio de germoplasma. 
 
Apomixia  
A apomixia é um processo de reprodução assexuada em plantas, no qual o 
desenvolvimento do embrião é independente de fertilização, ou seja, diretamente a partir de 
células do óvulo sem a união dos gametas feminino e masculino, mas com a formação de 
sementes férteis, produzindo uma progênie idêntica à planta mãe (Nogler, 1984; Asker & 
Jerling, 1992; Mogie, 1992; Koltunow, 1993). John Smith em 1841 foi o primeiro a relatar a 
ocorrência desse processo, ao observar a formação de semente em Alchornia ilicifolia (syn. 
Coelebogyne ilicifolia, Euphorbiaceae) sem nenhuma ação aparente do pólen. Atualmente a 
apomixia é conhecida em aproximadamente 400 espécies pertencentes a cerca de 40 famílias 
(Ozias-Akins & Dijk, 2007; Brukhin, 2017). A maioria dos gêneros apomíticos conhecidos 
são encontrados representados principalmente na família Poaceae, Asteraceae e Rosaceae, 
nessa ordem (Carman, 1997; Hojsgaard, 2014). 
Distintas vias para apomixia têm sido descritas (Figura 2) e dependendo da 
origem do embrião e do padrão de desenvolvimento da célula que dará origem ao embrião, a 
apomixia tem sido classificada principalmente em duas formas (Nogler, 1984; Asker & 
Jerling, 1992; Koltunow, 1993; Cornner et al., 2008; Brukhin, 2017): 
 i) Esporofítica; também conhecida como embrionia adventícia, onde o 
desenvolvimento do embrião se dá a partir de células somáticas do nucelo ou pode também 
ocorrer através do tegumento (ambos envoltórios do óvulo), através de inúmeras divisões 
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mitóticas paralelamente à reprodução sexual. Não há formação de sacos embrionários. Esse é 
o tipo mais comum de apomixia, reportada para 148 gêneros (Asker & Jerling, 1992; 
Koltunow, 1993; Hojsgaard, 2014; Brukhin, 2017). 
ii) Gametofítica; onde a via sexual é afetada, há formação de um saco embrionário 
não reduzido (diplóide) por um processo chamado de apomeiose, podendo ocorrer por dois 
mecanismos distintos: diplosporia e aposporia. Na diplosporia, a célula-mãe do megásporo 
(MMC) não sofre divisão meiótica ou a meiose é parcial, resultando no desenvolvimento de 
um saco embrionário não-reduzido. A diplosporia é relatada para 68 gêneros (Hojsgaard, 
2014; Brukhin, 2017). Na aposporia, o saco embrionário não-reduzido desenvolve-se 
diretamente de uma célula somática do nucelo, que é denominada de “célula inicial 
apospórica”. Essas células iniciais apospóricas se distinguem das demais células do nucelo 
pelo grande tamanho, citoplasma denso e nucléolos proeminentes (Nogler, 1984; Carneiro & 
Dusi, 2002; Koltunow, & Grossniklaus, 2003). A apomixia por aposporia é o tipo mais 
comum ocorrendo em Poaceae e Rosaceae, e é reportado para 110 gêneros de angiospermas, 

















Figura 2. Representação esquemática do desenvolvimento sexual e apomítico.  
O lado esquerdo da figura mostra a via sexual e a apomixia esporofítica (embrião adventício). 
Na via sexual, a célula-mãe do megásporo (MMC) sofre duas divisões meióticas que 
produzem uma tétrade de megásporos. Três megásporos degeneram enquanto o megásporo 
funcional dá origem ao saco embrionário (gametófito feminino = megagametófito) após três 
rodadas de divisões mitóticas. O saco embrinário maduro é constituído por 3 antípodas, uma 
célula central com dois núcleos polares, a célula-ovo (oosfera) e 2 sinérgides (aparatos da  













































































Figura 2. Continuação da legenda. 
célula-ovo). Dois núcleos polares se fundem para formar o núcleo diplóide da célula central. 
Após a fertilização dupla, uma célula espermática se funde com a célula-ovo formando o 
zigoto diplóide, enquanto a segunda célula espermática fertiliza a célula central produzindo o 
endosperma triplóide. As sinérgides participam da percepção das células espermáticas e se 
rompem após a fertilização. A semente madura consiste no embrião diplóide, no endosperma 
triplóide (tecido nutritivo) e nos restos dos tecidos nucelares e tegumentais maternos que 
formam a casca da semente. Na embrionia adventícia, paralelamente à reprodução sexual, um 
embrião adventício pode desenvolver-se a partir do nucelo ou tegumento, ao lado do embrião 
sexual. A parte direita da figura mostra a apomixia gametofítica. A meiose é ignorada e 
consequentemente a redução cromossômica é evitada. O desenvolvimento do saco 
embrionário é iniciado a partir da célula-mãe do megásporo não reduzida (diplosporia) ou de 
uma célula inicial apospórica (aposporia). O embrião se desenvolve partenogeneticamente da 
célula-ovo não reduzida, enquanto o endosperma é formado de forma autônoma ou através da 
fertilização da célula central (nos casos de pseudogamia). A semente apomítica madura 
contém o embrião com um nível de ploidia relativo de 2n, enquanto o endosperma pode ser de 
ploidia variável, mas geralmente não inferior a 4n. Fonte: Adaptado de Brukhin (2017). 
 
Em ambos os mecanismos, diplosporia e aposporia, o desenvolvimento do 
embrião se dá a partir da oosfera (célula-ovo) de forma autônoma, sem fertilização, fenômeno 
que recebe o nome de partenogênese. Contudo, a maioria dos apomíticos requer a fertilização 
da celula central para o desenvolvimento do endosperma, sendo este processo conhecido 
como pseudogamia. Outros, principalmente da família Asteraceae, apresentam 
desenvolvimento autônomo de endosperma (Ozias-Akins & Dijk, 2007). A formação do 
endosperma é necessária para produzir sementes viáveis (Conner et al., 2013, 2015). O 
desenvolvimento de endosperma em angiospermas sexuais requer um equilíbrio genômico 
exato materno-paterno (2m: 1p), e qualquer desvio dele geralmente resulta em aborto de 
sementes. Já o desenvolvimento da semente em apomíticos é insensível aos efeitos de 
dosagem do endosperma (Quarin, 1999). 
Na maioria dos casos, ocorre a apomixia facultativa, onde sacos embrionários 
meióticos ocorrem no óvulo em conjunto com sacos apospóricos (Araújo et al., 2005), mas a 
ocorrência de pelo menos um saco embrionário apospórico configura uma apomixia 
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facultativa (Valle, 1990). O desenvolvimento precoce dos sacos apospóricos resulta no 
predomínio da reprodução apomítica, mesmo quando uma alta porcentagem de óvulos 
apresenta um saco embrionário derivado da meiose (Savidan, 2000). As plantas são 
consideradas sexuais quando não apresentarem nenhum saco embrionário apospórico (Valle 
& Savidan, 1996). 
Nos gêneros Urochloa e Paspalum a apomixia é do tipo gametofítica apospórica e 
a fecundação do endosperma (pseudogamia) se faz necessária (Lutts et al., 1984; 
Ngendahayo, 1988; Valle, 1990). A apomixia facultativa é a mais comum, mas também 
ocorre apomixia obrigatória. Esse modo de reprodução está relacionado à poliploidia, e é 
dominante em relação a sexualidade, que geralmente é encontrada no nível diplóide (Levin, 
2002). Apomixia é um sistema reprodutivo herdável que pode ter evoluído através de um 
rearranjo dos programas de desenvolvimento que constituem a via sexual normal (Grimanelli 
et al., 2001). Nogler (1984) sugeriu que mutações podem ter originados determinates básicos 
para que a apomixia ocorra e, portanto, a maioria dos genes envolvidos no processo 
provavelmente seria semelhante àqueles da reprodução sexual. 
Muitos trabalhos conduzidos em diferentes espécies de plantas evidenciam a base 
genética simples da apomixia, o que facilita sua manipulação em programas de melhoramento 
genético. A herança simples dominante para a característica que, quando presente, confere 
quase 100% de aposporia, um grau variável de partenogênese e capacidade total para formar 
endosperma com proporções de 4:1 materno:paterno foi relatada para Paspalum (Cáceres et 
al., 2001; Martínez et al., 2001, 2003; Pupilli et al., 2004; Stein et al., 2004). E também em 
estudos realizados para Urochloa (Miles & Escandon, 1997; Pessino et al., 1997, 1998). A 
segregação observada num cruzamento de plantas sexuais e apomíticas resulta numa 
proporção de híbridos sexuais e apomíticos próxima de 1:1, enquanto autopolinização de 
sexuais ou cruzamentos entre sexuais, sempre produz progênies sexuais indicando 
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recessividade da sexualidade (Miles & Valle, 1996). 
Relata-se que os componentes determinantes da apomixia são provavelmente 
herdados como um bloco de ligação, uma vez que, análises moleculares comparativas e 
estudos citológicos, revelaram que a região que controla a apomixia (ACR) aparentemente 
está localizada numa região cromossômica onde nenhum evento de recombinação foi 
documentado até o momento (Ortiz et al., 2013). Essa estrutura genômica tem se mostrado 
altamente conservada entre espécies apomíticas, e já foi encontrada sintenia em arroz e milho 
quando realizado o mapeamento de sequencias tanto de espécies de Urochloa como 
Paspalum.  
Em Urochloa, marcadores ligados a apomixia foram sintênicos com o 
cromossomo 5 de milho e também com o cromossomo 2 de arroz (Ozias-Akins & Dijk, 
2007). Para Paspalum, foi observada sintenia com uma porção do cromossomo 12 de arroz 
em P. procurrens, P. simplex e P. malacophyllum, com exceção de P. notatum em que a 
sintenia foi detectada para os cromossomos 12 e 2 de arroz e 3 e 5 dos cromossomos de 
milho, sugerindo que uma translocação dessa região pode ter ocorrido dentro da espécie 
(Martinez et al., 2003; Pupilli et al., 2004; Ozias-Akins & Dijk, 2007; Podio et al., 2012; Ortiz 
et al., 2013). A Figura 3 sumariza os marcadores ligados a apomixia, conservados em várias 





Figura 3. Conservação de marcadores ligados a apomixia em quatro espécies de Paspalum 
em relação à sua posição na contraparte do cromossomo homeólogo de arroz. Os marcadores 
incluídos na área destacada são conservativamente ligados à apomixia nas quatro espécies de 
Paspalum consideradas. Fonte: Adaptado de Ortiz et al. (2013). 
 
Sequenciamento de nova geração (NGS) 
Ao longo dos últimos anos, o tradicional método de sequenciamento Sanger 
(Sanger et al., 1977) foi parcialmente substituído por tecnologias de sequenciamento de nova 
geração (next-gen sequencing ou NGS). Esta evolução tecnológica proporcionou uma 
oportunidade para laboratórios e institutos de pesquisa se engajarem em projetos ambiciosos 
que antes só seriam concebíveis para grandes centros e espécies modelo (Marguerat & Bähler 
2010). O surgimento das plataformas de NGS possibilitou aumentos expressivos na geração 
de sequências, proporcionando uma alta relação custo-benefício (Goodwin et al., 2016).  
Essa nova técnica para sequenciar DNA foi apresentada em meados de 2005, pela 
companhia 454 Life Sciences (posteriormente Roche), pelo desenvolvimento da primeira 
plataforma NGS baseada no uso do pirossequenciamento (Maguiles et al., 2005). Inicialmente 




12 de arroz 
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comparação com o método Sanger (Morozova & Marra 2008). Contudo, desde o seu 
desenvolvimento, diversas plataformas NGS já foram lançadas e, atualmente variam em 
relação ao montante de dados gerados, custo, perfil de erro e estrutura do read. Apesar da 
existência dessa variedade em plataformas, a pesquisa com NGS está sendo cada vez mais 
conduzida utilizando os instrumentos Illumina. Adicionalmente, a tecnologia NGS já supre a 
demanda por sequencias longas e, atualmente, o instrumento PacBio tem sido o mais utilizado 
para este propósito (Goodwin et al., 2016).  
Essas novas metodologias de sequenciamento apresentam um grande potencial 
para a descoberta, validação e genotipagem de marcadores genéticos. Através da associação 
de plataformas de NGS e marcadores moleculares, é possível a identificação de segmentos 
recombinantes para mapas de ligação e análises de QTL, localização de regiões genômicas 
diferenciadas entre populações, genotipagem de grandes progênies para seleção assistida por 
marcadores ou resolver a filogeografia de dezenas de populações selvagens (Davey et al., 
2011). As diversas aplicações das técnicas de NGS tem revolucionado o campo da genômica, 




O advento do sequenciamento de nova geração, somado às técnicas que permitem 
a redução da complexidade do genoma baseado em enzimas de restrição como RAD-seq 
(restriction site-associated DNA sequencing) (Miller et al., 2007; Baird et al., 2008) e GBS 
(Genotyping by Sequencing) (Elshire et al., 2011) possibilitaram o desenvolvimento de 
métodos de genotipagem de marcadores moleculares em larga escala de praticamente 
qualquer espécie existente. A utilização dessas técnicas vem cada vez mais ganhando espaço e 
confiança dentro da comunidade científica (Davey et al., 2013; McCormack, 2013; Eaton & 
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Ree, 2013). RAD-seq é uma dessas tecnologias que tem revolucionado a pesquisa genômica 
de plantas. Conhecido como um método de “redução da complexidade do genoma”, é 
desenhado para interrogar com confiabilidade uma fração do genoma-alvo. Os fragmentos 
curtos (ou tags) de DNA genômico que flanqueiam todos os locais de reconhecimento para 
uma dada endonuclease de restrição são rastreados quanto à presença da variação genética 
(Davey et al., 2011). Essa técnica, combinada com adaptadores barcordes e à tecnologia NGS, 
permitem que um grande número de indivíduos seja sequenciado simultaneamente em uma 
única reação. Mais marcadores podem ser sequenciados em um mesmo indivíduo e cada 
genótipo pode ser determinado em maior profundidade, logo com maior precisão (Baird et al., 
2008; Hohenlohe et al., 2010; Etter et al., 2011; Davey et al., 2011). Em especial, os SNPs 
que cada vez mais se tornam atrativos principais como marcadores genéticos (Agarwal et al., 
2008). Porém, o objetivo central desse tipo de abordagem não é apenas meramente descobrir 
polimorfismos, mas também obter informações genotípicas entre toda a população de 
interesse (Poland & Rife, 2012). Apresenta ampla aplicação em estudos populacionais, 
caracterização de germoplasma, melhoramento genético, saturação de mapas de ligação, 
permite o estudo de genômica comparativa através comparações multi-espécies e filogenias 
para inferir potencial função de genes e proteínas, entre outras (Philippe & Blanchette 2006; 
Donato et al., 2013). 
 
RNA-seq e Transcriptoma 
Além das aplicações genômicas, as plataformas de NGS também revolucionaram 
a transcriptômica através do sequenciamento em larga escala de RNA (RNA-seq) (Egan et al., 
2012). Durante muito tempo os estudos com transcriptoma basearam-se em informações de 
predições gênicas e evidências de expressed sequenced tags (ESTs) gerando conhecimento 
limitado e parcial (Martin & Wang, 2011). Em decorrência do NGS, a técnica de RNA-seq 
apresenta uma maior taxa de geração de dados quando comparada às metodologias 
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tradicionais. Atualmente pode-se obter o perfil praticamente completo do transcriptoma, 
incluindo transcritos raros (Martin & Wang, 2011). Nestes estudos, o objetivo é descrever 
todos os genes que são expressos em determinado tecido, estágio de vida ou organismo como 
um todo (Ekblom e Galindo 2011). Muitos estudos que caracterizam transcriptomas têm sido 
descritivos por natureza (Liu et al., 2013; Xie et al., 2013), mas proporcionam recursos 
valiosos para estudos posteriores. A técnica de RNA-seq, assim como as aplicações 
genômicas de NGS, oferece resolução de base simples, no qual é possível detectar diferenças 
de uma única base para subsequente desenvolvimento dos marcadores SNPs. Além disso, os 
dados de RNA-seq podem fornecer informações sobre eventos como splicing alternativo, 
descoberta de novas isoformas e transcritos raros. A metodologia de RNA-seq também pode 
ser utilizada na caracterização de perfis de expressão gênica, onde o objetivo não é somente 
identificar quais genes são expressos, mas como também o nível específico (absoluto ou 
relativo) da expressão dos genes encontrados. A idéia desta abordagem é que a abundância de 
reads específicos derivados do sequenciamento de cDNA de um gene é proporcional a 
quantidade de RNA daquele mesmo gene na amostra original (Ekblom e Galindo 2011). Os 
experimentos de RNA-seq têm sido amplamente utilizados para avaliação de expressão 
diferencial de genes. Diferentemente das tecnologias de microarray, os estudos de RNA-seq 
não dependem do conhecimento prévio de um transcriptoma de referência, apresentam baixo 
sinal de ruído, permitem um espectro maior de detecção dos níveis de expressão, assim como 
uma menor quantidade de RNA requerida para os ensaios (Kogenaru et al., 2012). Os dados 
de RNA-seq podem ser analisados mapeando os reads contra um genoma ou transcriptoma 
referência, ou então através da montagem de novo, que possibilita a montagem dos transcritos 
sem sequências de referência. Através de ferramentas de bioinformática apropriadas, as 
montagens de novo vêm se tornando amplamente difundidas em estudos de organismos não-




Marcadores microssatélites, também conhecidos como, Simple Sequence Repeat 
(SSR) (Kumar et al., 2009), são sequências curtas de DNA variando de um a seis nucleotídeos 
repetidos em tandem (lado a lado) (Litt & Luty et al., 1989; Tautz, 1989; Weber et al., 1989). 
São amplamente distribuídos pelo genoma da maior parte dos eucariotos e alguns procariotos, 
podendo estar presentes em regiões codificadoras e não codificadoras (Ferreira & 
Grattapaglia, 1998; Zane et al., 2002). Em plantas, foram descritos pela primeira vez em 
espécies arbóreas tropicais por Condit & Hubbell (1991). Em geral, no genoma de plantas 
superiores o motivo de dinucleotídeo (AT)n é o mais encontrado, seguido por (A)n e (AG)n 
(Ellegren, 2004). Dois mecanismos podem estar envolvidos na origem e expansão de SSRs, o 
primeiro envolve os erros durante o processo de replicação do DNA, sobretudo aos 
escorregões (slippage) da DNA polimerase, resultando no emparelhamento imperfeito da 
cadeia dupla de DNA; e o segundo envolve o processo de recombinação do DNA, através do 
crossing-over desigual, em que são trocados segmentos entre cromossomos homólogos 
resultando em deleções ou expansões (Li et al., 2002; Ellegren, 2004).  
Esses processos permitem a geração de um grande número de locos SSR 
polimórficos e multialélicos, com alto poder discriminatório, o que os tornam importantes 
ferramentas em estudos genéticos. Apresentam importantes características como alto 
conteúdo informativo; herança mendeliana; serem codominantes em diplóides, mas analisados 
como dominatntes em estudos com poliplóides.  
Tradicionalmente, o isolamento de locos SSR é realizado a partir de bibliotecas 
genômicas enriquecidas, onde se utiliza sondas contendo sequências repetitivas, para se ligar 
por hibridização ao genoma de interesse e recuperar às repetições (Rassmann et al., 1991). 
Nesta estratégia, geralmente se faz necessária a triagem de um número elevado de clones para 
obtenção dos locos. Uma das desvantagens relacionada à utilização dos SSR é que geralmente 
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os primers específicos que flanqueiam as regiões de DNA repetitivo precisam ser isolados a 
partir de espécies que estão sendo analisadas pela primeira vez, além do número pequeno de 
marcadores que são obtidos ao final do processo (construção de biblioteca genômica, seleção 
de clones positivos, sequenciamento, desenho e teste de primers, caracterização) (Zane et al., 
2002; Buso et al., 2003; Kumar et al., 2009). 
Entretanto, uma vez obtidos os primers informativos para uma espécie, os custos e 
a demanda em mão-de-obra são reduzidos, e os ensaios laboratoriais são rápidos, e em alguns 
casos, dependendo da distância taxonômica das espécies e ao grau de conservação das regiões 
flanqueadoras, a transferência de marcadores SSR entre espécies do mesmo gênero é possível. 
Esta característica proporciona uma otimização no uso da ferramenta, além do aumento no 
número de dados que podem ser obtidos a partir desses marcadores. 
 
Marcadores SNP 
 Variações de uma única base em uma sequência de DNA, incluindo SNPs 
(Single nucleotide polymorphisms) e pequenas inserções e deleções (InDels), são consideradas 
a mais abundante fonte de variação entre genomas, incluindo plantas (Kwok, 2001; Edward et 
al., 2008). Os SNPs são representados pela diferença em uma única base entre dois alelos com 
localização definida. Existem três diferentes formas de SNPs: transição (C/T ou G/A), 
transversão (C/G, A/T, C/A, ou T/G), ou pequenas inserções/deleções (indels) (Edwards et al., 
2007). Diversos estudos sugerem que a frequência de SNPs em plantas varia de um SNP a 
cada 21 pb em batata, e até um SNP a cada 7000 pb em tomate (Rickert et al., 2003; Nesbitt & 
Tanskley, 2002).  
Marcadores moleculares baseados em SNPs são considerados funcionais quando 
derivados de sítios polimórficos em genes que são diretamente associados com variações 
fenotípicas (Bagge et al., 2007). Quando são desenvolvidos a partir de sequências expressas, 
estes marcadores podem discriminar alelos em um loco com grande precisão, sendo 
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considerados marcadores ideais para seleção assistida por marcadores em programas de 
melhoramento (Liu et al., 2012). Com o advento de tecnologias de NGS a descoberta e 
desenvolvimento de SNPs tiveram seu custo reduzido quando comparado com abordagens 
tradicionais (Byers et al., 2012). que permitiu o crescimento significativo de estudos em 
plantas com o uso dessa classe de marcadores.  
Porém, em estudos com espécies poliplóides, a genotipagem e estimativas de 
dosagem alélica é uma condição crítica (Garcia et al., 2013; Gompert & Mock, 2017), que 
somada a ausência de um genoma de referência, torna os trabalhos com indivíduos poliplóides 
um desafio particular. Somente mais recentemente esse cenário tem se modificado, Serang e 
colaboradores (2012) desenvolveram uma abordagem estatística, incluida no programa 
SuperMASSA, que permite usufruir o potencial destas novas tecnologias envolvendo a 
genotipagem em larga escala de marcadores SNPs, possibilitando a identificação do número 
de cópias para cada alelo em um determinado loco. E desde então, diferentes abordagens tem 
surgido possibilitando a detecção da dosagem alélica precisa em cada loco SNP analisado em 
espécies poliplóides (Garcia et al., 2013; Margarido & Heckerman, 2015; Gompert et al. 
2017), representando um avanço significativo na construção do conhecimento.  
Através da genotipagem de SNPs e consequente determinação das respectivas 
dosagens alélicas, estes marcadores se tornam mais informativos do que outros marcadores 
usados até então, além de possibilitar uma maior cobertura do genoma e o desenvolvimento 
de modelos mais realistas para estudos genéticos e genômicos em espécies poliplóides 












• Contribuir para o conhecimento genético e genômico de Urochloa humidicola e 
Paspalum spp, visando auxiliar os programas de melhoramento genético dessas 




• Obter o transcriptoma de folha através da técnica de RNA-seq;  
• Identificação e anotação funcional dos genes; 
• Identificar marcadores moleculares putativos SSRs e SNPs em genes de interesse para 
o melhoramento genético da espécie (apomixia, produção biomassa, entre outros); 
• Comparar a expressão gênica entre o genótipo sexual e apomítico. 
Paspalum spp. 
 
• Obter o transcriptoma de folha e flor através da técnica de RNA-seq para P. notatum; 
• Anotar e caracterizar os genes representados por uma única isoforma de P. notatum; 
• Comparar transcritos diferencialmente expressos entre os grupos biológicos de P. 
notatum (modo de reprodução e ploidia);  
• Identificar genes candidatos a apomixia em P. notatum; 
• Desenvolver e caracterizar marcadores SSR através de biblioteca genômica 
enriquecida para P. plicatulum e transferir os locos SSR para demais espécies do 
Grupo Plicatula; 
• Analisar a variabilidade genética dos acessos de P. plicatulum depositados no Banco 
Ativo de Germoplasma (BAG) do gênero Paspalum por meio dos marcadores SSR; 
• Construir e sequenciar bibliotecas RAD-seq para espécies de Paspalum do grupo 










“Leaf transcriptome of two highly divergent genotypes of Urochloa humidicola 


















































































































Urochloa humidicola 35,093 1171 870,64 46,99 
Brachypodium dystachion  42,868 1596 1262,86 52,97 
Oryza sativa  49,061 1446 1081,58 54,36 
Sorghum bicolor  39,441 1566 1208,04 54,17 
Panicum hallii  56,907 1500 1158,08 53,89 
Setaria italica  40,599 1524 1134,48 54,34 
Panicum virgatum  125,439 1293 956,01 53,75 
Panicum maximum  39,896 981 758,66 48,05 
 
 
Additional File 2. Species top hits in the NCBI nr database. The five species with greater 















Additional File 3. KEGG glycolysis/gluconeogenesis pathway. The genes that were present 
in the U. humidicola transcriptome are indicated in blue.  
 
Additional File 4.  KEGG plant hormone signal transduction pathway. The genes that were 






Additional File 5. Open reading frames (ORFs) in the U. humidicola transcriptome. 
Description of the types of ORFs identified in the transcript and unigene datasets of the U. 
humidicola transcriptome. 
 
ORFs Transcripts Unigenes 
Complete 8221 5042 
Partial 22309 9665 
Internal 10500 6925 




Additional File 6. Reciprocal BLAST hit of the assembled unigenes from the U. humidicola 
transcriptome against other grass transcriptomes. Homology search by BLASTn with a cutoff 










Additional File 7. List of flooding stress-related genes identified among U. humidicola 
unigenes. 
 
Putative gene Unigenes 
alcohol dehydrogenase  14 
lactate dehydrogenase  5 
pyruvate decarboxylase 1 2 
ACC (acetyl-CoA carboxylase) 9 
ethylene-insensitive protein 2 8 
ethylene-insensitive 3-like protein 2 
ethylene-responsive transcription factor  15 
ethylene-response sensors (ERS/ETR1) 4 
 
Additional File 8. List of genes comprising the C4 photosynthetic pathway among U. 
humidicola unigenes. 
 
Putative gene Unigenes 
phosphoenolpyruvate carboxylase 13 
carbonic anhydrase, chloroplastic 4 
malate dehydrogenase [NADP] 9 
aspartate aminotransferase  9 
ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase 6 
NADP-dependent malic enzyme  5 
NAD-dependent malic enzyme  6 
phosphoenolpyruvate carboxykinase  8 
pyruvate, phosphate dikinase  4 
alanine aminotransferase 2 
probable transcription factor GLK2  5 
 
Additional File 9. List of genes composing the cellulose and lignin pathways among the U. 
humidicola unigenes.  
 




cellulose synthase A 18 
UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase  5 
sucrose synthase  5 
alkaline/neutral invertase 7 
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COBRA-like protein  11 
chitinase-like protein 1  2 
Lignin biosynthesis 
 
phenylalanine ammonia-lyase 5 
trans-cinnamate 4-monooxygenase 3 
caffeic acid 3-O-methyltransferase 2 
hydroxycinnamoyl-CoA: shikimate/quinate  11 
caffeoyl CoA O-methyltransferase; 3 
cinnamoyl CoA reductase 7 




dirigent protein 9 
 
Additional File 10. Comparison of the SSRs from U. humidicola, Panicum maximum and 
Brachiaria ruziziensis.  
 
SSR Motif U. humidicola P. maximum B. ruziziensis 
Di-nucleotide 8,10% 8,90% 4,60% 
Tri-nucleotide 86,20% 86,00% 85,20% 
Tetra-nucleotide 3,90% 3,60% 10,20% 
Penta-nucleotide 1,20% 0,80% - 
Hexa-nucleotide 0,70% 0,40% - 
 
 








Additional File 12. Microsatellite amplification profile for the BH031 and cv. BRS Tupi 
genotypes. Microsatellite amplification profile showing the lack of amplification in the 
BH031 and cv. BRS Tupi genotypes, which is dependent on the genotype from which the 
SSR was developed. Loci BhUNICAMP084 (A) and BhUNICAMP065 (B) developed from 
BH031-enriched libraries [106] and showing the amplification of the SSR markers in BH031 
(P1) but not in cv. BRS Tupi (P2); and loci BhUNICAMP082 (C) and BhUNICAMP100 (D) 
developed from cv. BRS Tupi-enriched libraries [62] and showing the amplification of these 
SSR markers in cv. BRS Tupi (P2) but not in BH031 (P1). The remaining individuals shown 







Additional File 13. Primer sequences and amplicons of the seven candidate reference genes evaluated in this study. 
Gene identification Gene description / Annotation 
U. humidicola Transcript 
code 
Sequence of forward (F) and reverse 






Uhum_18S 40S ribosomal protein S14 (Fragment) OS=Nicotiana  18_333823_c1_seq1  
F: AGTGGTTCCTTGGTCCTGAG 59.1 
115 
R: AGACGCCATTTGATTTCACC 59.9 
Uhum_Actin 
Actin-related protein 8 OS=Oryza sativa subsp. 
japonica  
14_333002_c0_seq1 
F: CGGTATCGTTGTCCACATTG 59.8 
102 
R: GCACCTTGCCCTACAGTTTC 59.7 
Uhum_Ea1 
Elongation factor 1-alpha OS=Hordeum vulgare PE=1 
SV=1 
 290898_c0_seq1 
F: GGCCTTGAGGGTGATTGTAT 58.9 
115 
R: TCTGTTCCTTTGGCAGCTTAG 59.6 
Uhum_GAPDH3 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3, 
cytosolic  
11_331138_c1_seq1 
F: GGAGGACCTTGTTTCCACTG 59.5 
117 
R: TCGTTGTCGTACCAGGACAC 59.6 
Uhum_Ubiquitin 
Ubiquitin-conjugating enzyme 15 OS=Arabidopsis 
thaliana  
19_334326_c0_seq1 
F: GGGTTCAAGCACAAGGTCTC 59.7 
 91 
R: GGTAGGTTTCGCCAGCATAG 59.7 
Uhum_Ubiquitin-40S 
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a-1 OS=Oryza 
sativa subsp. japonica GN=RPS27AA PE=2 SV=1 
16_comp332071_c0_seq1 
F: GGTAGGCGGGTAAAGCTAAG 58,1 
105 
R: CACTTCGACCGCCACTACT 58.9 
Uhum_GAPDH1 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1, 
cytosolic OS=Hordeum vulgare GN=GAPC PE=2 
SV=1 
28_comp339964_c0_seq1 
F: GGTGTCAATGAGGACAAGTACA 57.6 
129 








Additional File 14. Gene expression stability values (M) and coefficient of variance (CV) of the candidate reference genes.  
Gene pairs Variation (V)1 Stability values (M)2 
Uhum_Actin/Uhum_Ubiquitin 0.0534 0.1541 
Uhum_Actin/Uhum_GAPDH1 0.0287 0.0828 
Uhum_Actin/Uhum_Ubiquitin-40S 0.0412 0.1191 
Uhum_Ubiquitin/Uhum_Ubiquitin-40S 0.0121 0.0351 
Uhum_Ubiquitin/Uhum_GAPDH1 0.0820 0.2369 
Uhum_Ubiquitin-40S/Uhum_GAPDH1 0.0699 0.2019 







Additional File 15. Quantitative RT-PCR primer sequences.  
 







































































































































































































































*The primer pairs are named according to Additional File 16. #In silico read count. 










Additional File 16. Amplification of primer pairs using genomic DNA. BH031 (first sample) 
and BRS Tupi (second sample). A: Sequences containing reads from both genotypes, B: 
sequences containing reads from BRS Tupi only, C: sequences containing reads from BH031 










Additional File 17. Amplification success of the 31 primer pairs for the qPCR assays for both 































1 (TPT) + + + + 
2 + + + + 
3 + + + + 
4 (CYSP2) + + + + 
5 (BASS2) + + + + 
6 - - - - 
7 + + + + 
8 + + + + 
9 (THI42) + + + + 



























i 11 + + - - 
12 (GSTF1) + + + + 
13 - NA - - 
14 + + - - 
15 + + - - 
16 + + - - 
17 - NA - - 
18 + + - - 
19 + + - - 
20 - - - - 



























22 - - + + 
23 - - + + 
24 (C7D55) + + + + 
25 - - - - 
26 (CMTA1) + - + + 
27 (No-Hit) + - + + 
28 - - + + 
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29 - - + + 
30 - - + + 
31 - - + - 




Additional File 18. Number of reads from the BRS-Tupi and BH031 accessions that 
presented similarity to CMTA proteins. 
 
  Number of Reads 
Annotation* BRS-Tupi BH031 
CMTA1-2 166,395 141,59 
CMTA2-1 0 11,527 
CMTA2-2 2,386 2,39 
CMTA2-3 11,361 7,643 
CMTA2-4 0.114 3,47 
CMTA4-1 169,031 76,515 
CMTA4-2 181,098 33,771 
CMTA6 70,482 61,837 











“Apomixis-related genes identified from a coexpression network  
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Apomixis is a form of asexual reproduction via seeds, in which plants produce offspring that 
are exact genetic replicas of the female parent. Apomixis is a highly desirable trait in modern 
agriculture, but incorporating it into breeding programs requires a deeper comprehension of 
the molecular basis of apomictic regulatory mechanisms. Paspalum notatum Flügge is a 
forage grass native to South America that is considered a good model for apomixis studies 
because the species has both sexual and apomictic cytotypes. A transcriptomic approach to 
identifying and validating the genes differentially expressed between these two cytotypes, in 
addition to more meticulous investigations into the biological alterations resulting from their 
expression patterns, would constitute a very important tool for the identification of genes 
participating in the apomictic pathway. 
 
Results 
We sequenced the transcriptomes of young leaves and inflorescences from apomictic 
tetraploids and sexual diploids and tetraploids, with biological replicates, on an Illumina 
GAIIx platform to produce a robust reference transcriptome for P. notatum. We de novo 
assembled 114,306 unigenes annotated with BLASTX against the major databases. 
Coexpression network analysis and ontological annotation were applied to recover the 
interactions and major biological processes related to the differentially expressed genes and 
the genes that were exclusive to the sexual or apomictic libraries. Quantitative real-time PCR 
(qRT-PCR) assays were used to validate these experiments. Additionally, we identified genes 
potentially linked to the apomixis-controlling region (ACR) and several previously cited in 
the literature as apomixis-associated candidate genes. 
 
Conclusions 
The reference transcriptome presented and validated in this work represents a robust set of 
expression data for P. notatum. Our approach of sequencing flowers and leaves from different 
genotypes (sexual diploids, sexual tetraploids and apomictic tetraploids) enabled us to isolate 
a set of apomixis candidate genes. Starting from this dataset, we used a gene expression 
network to recover transcriptionally coordinated genes, and Gene Ontology (GO) analyses of 
the resulting gene set indicated the main biological processes altered in mechanisms 
regulating apomixis in this important forage species. These findings provide an important 













Apomixis is defined as a mode of asexual reproduction through seeds in which plants 
produce offspring that are genetically identical to the mother (Asker and Jerling, 1992). In 
apomixis, a non-reduced cell undergoes different developmental pathways from those of 
sexual cells. The multiple trajectories are classified as sporophytic or gametophytic according 
to the developmental origin of the cell from which the embryo is derived (Nogler, 1984; 
Koltunow, 1993; Cornner et al., 2008). In adventitious embryony, which is sporophytic, 
development begins from a somatic cell of the ovule through innumerable mitotic divisions. 
Gametophytic apomixis, common to grasses, can have two different mechanisms, diplospory 
or apospory. Through a process termed apomeiosis, a chromosomally unreduced embryo sac 
can be formed from the megaspore mother cell (diplospory) or from a nearby nucellar cell 
(apospory) without fertilization (parthenogenesis). Endosperm formation is required to 
produce a viable seed (Conner et al., 2013, 2015). This trait is widely distributed among 
angiosperms and is mainly represented by three large families that contain most known 
apomict-containing genera: Poaceae, Asteraceae, and Rosaceae (Carman, 1997; Hojsgaard, 
2014). Within Poaceae, the genus Paspalum stands out with 47 naturally occurring apomictic 
species,the largest number of any angiosperm genus (Ortiz et al., 2013).  
The polyploid nature of essentially all apomicts provides a challenge for genetic and 
genomic analysis (Ozias-Akins, 2006). Polyploidization is known to cause immediate and 
extensive genomic changes, including sequence rearrangements and/or elimination, changes 
in DNA methylation, recombination between homeologous chromosomes, and the loss of 
balance in gene expression (Adams and Wendel, 2005; Cevigni et al., 2008). Apomixis is 





sexual developmental pathway due to the increase in number of genomic complements, by a 
mechanism that could comprise both genetic and epigenetic components (Spillane et al., 
2004; Polegri et al., 2010, Calderini et al., 2011; Selva et al., 2012). Nevertheless, apomixis 
has often been observed in multiple examples of polyhaploid plants (Bicknell, 1997; Dujardin 
and Hanna, 1986; Leblanc et al., 1996; Ozias-Akins, 2006). In Paspalum, the situation is even 
more interesting. Quarin et al. (2001) described a case where the expression of apospory may 
be associated with ploidy level or gene dosage. They observed a low frequency of aposporous 
embryo sacs in some diploid plants and found apomictic tetraploids derived from these sexual 
diploids. These results suggest that the gene or genes for apomixis exist in diploids, possibly 
with repressed expression, and after chromosome doubling, which may also activate some 
complementary factors, full expression of the trait occurs.  
More recently, some researchers have proposed that sexual reproduction is the default 
reproductive mode upon which apomixis is superimposed epigenetically by the silencing of 
two independent loci, LOA and LOP (Koltunow et al., 2011), via a mechanism where the 
apomixis-controlling region (ACR) could carry silencers of sexuality and enhancers of 
apospory, parthenogenesis, and (in the case of pseudogamous apomicts) development of 
maternal excess endosperm. Loss of function in either locus results in partial reversion to 
sexual reproduction, and loss of function in both loci results in total reversion to sexual 
reproduction. These loci are unlikely to encode essential genes for sexual reproduction; 
however, they may function to recruit the sexual machinery at specific time points to enable 
apomixis. 
The genus Paspalum exhibits numerous characteristics that make it unique and a very 
interesting system for the study of apomixis (Ortiz et al., 2013), especially Paspalum notatum 





different ploidy levels and reproductive modes, where diploid cytotypes (2n=2×=20) are 
sexual and self-incompatible, while polyploids (3×, 4×, 5×, and 6×) are self-compatible 
pseudogamous apomicts (Burton, 1948). The most common and widely distributed cytotype is 
the tetraploid (4n=4×=40), while the other polyploid cytotypes are rare or were 
experimentally obtained (Gates et al., 2004). No 4× sexual cytotypes have been found in 
nature, but they have been obtained artificially (Martinez et al., 2001; Quarin et al., 2003). 
These tetraploid plants represent an excellent potential for forage production in southern 
Brazil, Paraguay and northeastern Argentina (Gates et al., 2004; Stein et al., 2007).  
At the same time, apomixis has potential importance for agriculture, allowing the 
maintenance of heterosis in hybrid progeny; thus, incorporating apomixis into bahiagrass 
presents a prospect for the genetic improvement of this important natural forage resource 
(Quarin et al., 2003). Therefore, this mode of reproduction has become the subject of 
exhaustive cytoembryological, cytogenetic and molecular analyses (Ozias-Akins, 2006; Stein 
et al., 2007). 
The inheritance of apomixis in Paspalum is controlled by a single complex dominant 
locus that confers apospory, epigenetically controlled parthenogenesis (Podio et al., 2014a), 
and the capacity to form endosperm with a maternal excess genome contribution ratio of 
4(maternal):1(paternal) (Ortiz et al., 2013). The ACR in Paspalum is smallcompared to those 
in other apomictic systems (Ortiz et al., 2013), does not demonstrate recombination and 
presents conservation of a relatively narrow region linked to apomixis among the different 
species (Pupilli et al., 2004; Hojsgaard et al., 2011). Comparative mapping of the ACR 
showed synteny with a portion of the long arm of chromosome 12 of rice in P. simplex, P. 
malacophyllum and P. procurrens (Pupilli et al., 2001, 2004; Hojsgaard et al., 2011), while 





suggesting chromosomal rearrangements (Martinez et al., 2003, Pupilli et al., 2004; Stein et 
al., 2007, Podio et al., 2012).  
The discovery of key genes associated with the components of apomixis and the 
isolation of some sequence candidates has already led to the understanding of some functions 
and processes involved in apomixis (Pessino et al., 2001; Rodrigues et al., 2003; Albertini et 
al., 2004; Calderini et al., 2006; Laspina et al., 2008; Cevigni et al., 2008; Yamada-Akiyama 
et al., 2009; Sharbel et al., 2009, 2010; Polegri et al., 2010; Felitti et al., 2011; Okada et al., 
2013; Podio et al., 2014b; Siena et al., 2014; Conner et al., 2015; Siena et al., 2016; Ortiz et 
al., 2017). Despite this, insights into the complete genetic mechanisms underlying asexual 
reproduction in natural apomicts are needed to verify whether candidate genes isolated from 
several species could be applied to develop a stable and universal apomixis system (Siena et 
al., 2016). In turn, given the complexity of this trait, an understanding of the genomic 
structure of the apomictic locus is likely to be an essential prerequisite for the manipulation of 
the sexual pathway in model plants or economically important crops (Calderini et al., 2011). 
However, the suppression of recombination events around the ACR limits direct genetic 
strategies to isolate the mechanism triggering apospory (Laspina et al., 2008). In this context, 
reverse genetics approaches have garnered extreme interest in the study of apomixis, in order 
to identify and validate genes that are differentially expressed in apomicts and to conduct 
more meticulous investigations aiming to detect their positions and functions (Laspina et al., 
2008; Ortiz et al., 2017). 
RNA sequencing (RNA-seq) has been widely used to obtain transcriptome profiles in 
the last decade, providing higher sensitivity for identifying gene expression patterns in 
different tissues or at different developmental stages. Thus, RNA-seq is the most effective 





Huang et al., 2017). In contrast, considering the large amount of data generated from RNA-
seq, new approaches that efficiently extract meaningful associations from highly multivariate 
datasets are needed (Miao et al., 2016). That is, the identification of apomixis-associated 
genes requires studying the genes in the context of the regulatory systems they are involved 
in. The construction of coexpression networks from gene expression data using pairwise 
correlation metrics provides us with valuable information on the alterations in biological 
systems in response to differential gene expression patterns (de la Fuente, 2010; Miao et al., 
2016; Gov and Arga, 2017). 
Therefore, the objective of the present study was to use RNA-seq technology to 
comprehensively analyze the gene expression profiles of the leaves and flowers of apomictic 
and sexual genotypes with different ploidy levels in P. notatum. Our study revealed several 
differentially expressed genes, and the coexpression network analysis and Gene Ontology 
(GO) allowed us to investigate the main biological processes of candidate genes potentially 
linked to the ACR, which may be used to further explore and clarify the mechanisms 














Materials and Methods 
 
Plant materials and RNA extraction 
The six accessions of P. notatum used in this work belong to the Germplasm Bank of 
Paspalum, maintained by Embrapa Pecuária Sudeste, in São Carlos, SP, Brazil (22° 01'S and 
47°54' W; 856 m above sea level) and present potential to be used as turfgrass. The accessions 
were chosen with respect to their origins, to representing different ecotypes of the species, to 
their genetic dissimilarity (Cidade et al., 2013) and to their ploidy level and reproduction 
mode (Table 1). Tetraploid P. notatum is apomictic, while the diploid is sexual. Notably, 
accession BGP 216 is P. notatum (SWSB) 3664, a hybrid from the cross between a sexual 
tetraploid (PT-2) plant derived from doubled P. notatum var. saurae Parodi (known as 
Pensacola bahiagrass) with a white-stigma apomictic tetraploid form of P. notatum. This 
original cross was made by Forbes and Burton (1961). In 1979, the Q3664 plant was 
introduced in Argentina and characterized as a facultative apomictic with a high level of 
sexuality (> 70%) (Quarín et al., 1984). 
For this study, five clones of each accession were planted in pots of eight liters with a 
1:1 soil/vermiculite mix and maintained in a greenhouse. All plants were kept under the same 
conditions from July to December 2014. The climate is humid subtropical (Koppen), with 
annual average low and high temperatures of 15.3 and 27.0°C, respectively, and total rainfall 




















VLiGu 14829 -25.45 -51.87 




VGnMaBd 9607 -31.30 -54.08 
2n=20 (Pagliarini et al., 




Q 3664 -27.58 -58.75 





VMrFrLw 9747 -29.08 -55.58 





VMrFrLw9782 -29.55 -56.78 
2n=40 (Adamowski et al., 





VDBdSv 10137 -28.36 -48.76 
2n=40 (Pozzobon & Valls, 
1997) 
* Collectors: Bd, I. I. Boldrini; D, M. Dall’Agnol;Fr, J. M. O. Freitas; Gn, J. O. N. Gonçalves; Gu, A. Guglieri; Li, L. Essi; 
Lw, H. M. Longhi-Wagner; Ma, M. C. Assis; Mr, C. O. C. Moraes; Q, C. L. Quarín; Sv, G. P. da Silva; V, J. F. M. Valls; 
LAT, latitude (decimal degrees); LONG, longitude (decimal degrees). ** Facultative apomictic with a high level of sexuality 
(> 70%), according to Quarín et al. (1984). 
 
In the summer season in Brazil (December 2014), leaf samples from three biological 
replicates of each accession were collected. All samples and the scissors used to cut the 
samples were cleaned with soft paper and 70% ethanol, made with diethyl pyrocarbonate 
(DEPC)-treated water, before collection. One clone each of accessions BGP34 (apomictic 
tetraploid) and BGP22 (sexual diploid) presented just-emerged inflorescences, which were 
also collected. All leaf and flower samples were immediately placed in liquid nitrogen, 
subsequently transported to the Multiuser Laboratory of Genotyping and Sequencing (LMGS) 
at the Center of Molecular Biology and Genetic Engineering (CBMEG/UNICAMP, SP, 





Total RNA, used in RNA-seq and real-time RT-PCR experiments, was isolated 
according to Oliveira et al. (2015). The RNA integrity was assessed in a 1% agarose 
denaturing gel and quantified by a NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare Life 
Sciences, Little Chalfont, UK). 
 
Cytoembryological analysis 
Although it is known that the tetraploid genotypes are apomictic and the diploids are 
sexual, except the case of tetraploidized accessions such as BGP 216, the mode of 
reproduction of the accessions was confirmed using the embryo sac clarification method, as 
proposed by Young et al. (1979), with minor modifications. This method includes the fixation 
of embryo sacs and their subsequent clarification. Inflorescences at anthesis were collected 
and fixed in FAA (95% ethanol, glacial acetic acid, distilled water, formalin 40%, 40:13:3:3 
v/v) for 24 h. Afterward, the FAA was replaced with 70% ethanol, and the samples were 
stored at 4°C. The embryo sacs were extracted by dissecting under a stereoscopic microscope 
and stored in 70% ethanol. The embryo sacs were clarified by replacing 70% alcohol with the 
following series of solutions: 85% ethanol; absolute ethanol; ethanol:methyl salicylate (1:1); 
ethanol:methyl salicylate (1:3); 100% methyl salicylate (two times). The samples remained in 
each solution for 24 hours. Observations were carried out with and Axiophot1 microscope 
(Carl Zeiss, Jena, GER) using the differential interference contrast (DIC) microscopy 
technique. A total of 100 embryo sacs per accession was evaluated. 
 
Flow cytometry  
Flow cytometry analyses were performed to confirm the exact ploidy level of each 




Approximately 5 mg of tissue from the young leaves of each plant of each of the six 
accessions of P. notatum used in RNA-seq were used. The same amount of leaf tissue was 
used for Pisum sativum cv. Ctirad (2C=9.09 pg), which served as an internal standard 
(Dolezel et al., 1992; Greilhuber et al., 2007). The samples were triturated in a petri dish 
containing 800 μL of LB01 buffer (0.45425 g TRIS, 0.186125 g NaEDTA, 0.0435 gspermine, 
0.29225 g NaCl, 1.491 g KCl, and 250μL Triton in 250 mL of distilled water, 7.5 pH, 0.11% 
v/v of β-mercaptoethanol) to obtain a nuclear suspension (Doležel, 1997). The nuclear 
suspension was filtered through two layers of gauze mesh (40 μm) to remove large debris and 
incubated at room temperature for 5 min, after which 25μL of propidium iodide and 25μL of 
RNase were added. For each sample, at least 10,000 nuclei were analyzed. The material was 
analyzed with a FACSCalibur Flow Cytometer (Becton Dickinson, Nova Jersey, EUA), and 
histograms were obtained in Cell Quest software and analyzed in WinMDI 2.9 software 
(available at http://facs.scripps.edu/software.html). Generally, only histograms with both 
peaks (sample and standard) of approximately the same height were considered. The nuclear 
DNA index (pg) of the plants was estimated based on the value of the G1 peak as an internal 
reference, and then the mean value of C was calculated by biological replicate and by 
accession. In addition, the difference (delta) between the highest and lowest values found in 
the replicates of an accession was calculated. 
 
RNA-seq library construction, Illumina sequencing and data filtering 
The cDNA libraries were constructed separately for each sample (18 leaf and two 
flower libraries) using a TruSeq RNA Sample Preparation Kit (Illumina Inc., San Diego, CA, 
USA), according to the manufacturer’s instructions. Library quality was confirmed using an 
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) and quantified via 





Clustering was conducted using a TruSeq PE Cluster Kit on a cBot (Illumina Inc., San Diego, 
CA, USA). Paired-end sequencing was performed on an Illumina Genome Analyzer IIx with 
TruSeq SBS 36-Cycle kits (Illumina, San Diego, CA, USA) according to the manufacturer’s 
specifications for 72-bp PE reads. RNA-seq was performed with the flower libraries of the 
accessions BGP22 (diploid/sexual) and BGP34 (tetraploid/apomictic) in two separate lanes, 
without biological replicates. The 18 leaf libraries, from six different accessions and each with 
three independent biological replicates, were distributed randomly on the flow cell, with three 
libraries per lane. The raw sequence data acquired from each of the libraries was stored in 
FastQ files containing 72-bp reads. Filtering for high-quality (HQ) reads was performed using 
the NGS QC Toolkit v2.3.3 (Patel et al., 2012). Initially, low-quality reads (Phred quality 
score < 20 in 75% of all reads) and reads with fewer than 60 bases were removed. 
Subsequently, the remaining reads were trimmed at the 3’ end, and bases with Phred scores < 
20 were removed.  
 
Transcriptome assembly 
A de novo assembly of the filtered sequences was carried out using the Trinity 
program v2.0.2 (Grabherr et al., 2011), using the default settings, to obtain a representative 
dataset for the P. notatum transcriptome from flowers and leaves. Trinity includes three 
independent software modules: Inchworm, Chrysalis, and Butterfly, which sequentially 
assemble the transcripts. After assembly, the unigenes were filtered using criteria that retain 
the first Butterfly transcript generated per Chrysalis component, which is considered 
representative. To assess the integrity of the assembled transcriptomes, the HQ short reads 
were mapped back into the transcript dataset using the Bowtie2 sequence aligner v2.2.5 





We considered various parameters, including percentage of mapped reads, total 
number of contigs (> 300 bp), N50 contig length and average contig length. We further 
checked the quality of our assembled unigenes by comparing their sequences to a core set of 
plant genes using BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs), a recognized 
benchmark approach for single-copy orthologs providing an assessment of orthologs 
conserved among species (Simão et al., 2015). 
 
Gene annotation and analysis  
All unigenes were aligned against the NCBI non-redundant protein (Nr) database, 
UniProtKB/Swiss-Prot and the grass protein database from Phytozome v9.0, using the 
BLASTX algorithm with an e-value cutoff of 1e-06. GO (Ashburner et al., 2000) terms were 
retrieved for the sequences that were functionally annotated in the NCBI Nr database using 
Blast2GO software (Conesa et al., 2005). The GO terms were mapped to each annotated 
transcript based on the hits with highest sequence similarities, and the genes were distributed 
among distinct functional categories. We used REVIGO (Supek et al., 2011) to summarize 
and visualize the GO terms into three main categories: biological process, molecular function 
and cellular component. Pathways were assigned according to the Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes (KEGG) database (Kanehisa et al., 2000). 
 
Expression level estimates  
The expression levels of the unigenes were calculated via the FPKM method (expected 
number of fragments per kilobase of transcript sequence per millionbase pairs sequenced), 
which was designed to eliminate any bias generated by variation in sequence length and 





maximization) (Li and Dewey, 2011). Using the assembled unigenes as a reference 
transcriptome, the clean raw reads from each library were separately realigned to the 
assembled transcriptome. A Venn diagram of the genes was created with the online platform 
available at http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. 
Principal component analysis (PCA) was used to identify the expression patterns 
among the genotypes in RNA-seq, to highlight their similarities and differences. 
 
Differential expression analysis 
EBSeq (Leng et al., 2013) was used to identify differentially expressed genes (DEGs) 
in the counts matrix, and an FDR ≤ 0.05 (false discovery rate) was applied to extract all genes 
significantly expressed. Transcripts with log2FC (fold change) ≥ 1.5 in transcript abundance 
were regarded as overexpressed. GO enrichment analysis was carried out using the R software 
(version 3.3.1) and the package 'goseq' in version 1.24.0 of Bioconductor (Young et al., 
2010). GOseq is an approach developed specifically for RNA-seq data that can incorporate 
length or total count bias into gene set tests. The calculated p-values were subjected to 
Bonferroni correction, taking a corrected p-value ≤ 0.05 as being enriched. The results were 
visualized with REVIGO (Supek et al., 2011). 
The accessions were grouped according to their biological conditions, as sexual 
diploids (2×SEX), sexual tetraploids (4×SEX) and apomictic tetraploids (4×APO) and 
differential expression analysis was used to identify representative genes of the biological 
condition in each of these groups. For this, the DEGs were identified in two stages. In the first 
step, the objective was to select a list of equally expressed genes among the different 
genotypes that shared the same biological condition. Thus, EBSeq was used to estimate the 





BGP22 and BGP306) and apomictic tetraploids (accessions: BGP30, BGP34 and BGP115). 
The genes that presented PPEE ≥ 0.05 (posterior probability gene/transcript is equally 
expressed) were maintained for the second stage of the analysis, which consisted of DEG 
analysis between two biological groups, such as a) 2×SEX vs 4×APO; b) 2×SEX vs 4×SEX; 
and c) 4×APO vs 4×SEX. For these comparisons, only first-stage genes that had detectable 
expression in the three biological groups were used. 
 
Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) validation 
To verify the reliability and accuracy of our transcriptome data, 18 DEGs were 
randomly selected and their expression profiles were evaluated using quantitative real-time 
PCR. P. notatum has no reference genes described in the literature; thus, eight unigenes that 
displayed similar expression patterns based on FPKM were selected to be evaluated as 
reference genes. Primer sets were designed using Primer3Plus software (Untergasser et al., 
2007): the target amplicon size was set to 70-150 bp, with optimal annealing temperature of 
60°C and an optimal primer length of 20 bp. All the primer pairs were initially evaluated by 
PCR using genomic DNA as a template, from the same genotypes used in RNA-seq: 
BGP306_1, BGP22_3, BGP216_1, BGP30_5, BGP34_1 and BGP115_2. The primer pairs 
that successfully amplified in the DNA of all genotypes and showed an amplification 
efficiency of 90-110% (R2> 0.99) in qRT-PCR were used for expression analysis.  
Total RNA (500 ng) was used for cDNA synthesis using the QuantiTect Reverse 
Transcription Kit (Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA). The cDNAs were diluted (1:10) in 
nuclease-free water, and 2 μL was used for qRT-PCR. qRT-PCR was performed using a 
CFX384 Real-Time PCR Detection System with iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-





the final primer concentration was 0.3 μM. The reaction conditions were 95°C for 10 min and 
then 40 cycles of 95°C for 30 s and 60°C for 1 min. No-template controls for each primer pair 
were included, and all experiments were performed in triplicate using independent samples. 
The presence of single amplicons in the PCR products was confirmed by a melting curve 
analysis with temperatures ranging from 65°C to 95°C at increments of 0.5°C. The baseline 
and Cq values were automatically determined, and the expression analysis (ΔΔCt method) 
was performed using CFX Manager 2.1 software (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA). 
Reference genes were selected according to the gene expression stability values (M < 0.5) and 
coefficients of variance (CV < 0.25) among the samples. When comparisons were made, a 
Mann-Whitney U-test was performed to estimate statistical significance. 
 
Search for potential apomixis genes 
To perform a detailed comparative analysis of P. notatum unigenes from this work 
with their syntenic counterparts on rice chromosomes that are conservatively linked to 
apomixis in Paspalum species (Figure 3 in Ortiz et al., 2013), we aligned our unigenes against 
the rice transcripts with the BLASTN tool and isolated those that presented homology onto 
genes in the highlighted area of rice chromosomes 2 and 12. Then, we selected only the P. 
notatum unigenes contained in the ACR, which were delimited by a set of molecular markers 
completely linked to the apospory locus in this species. Thus, the region encompassed by 
C1069 and C996 markers for rice chromosome 12 and between C560 and C932 markers for 
chromosome 2 (Labombarda et al., 2002; Martinez et al., 2003, Pupilli et al., 2004; Stein et 







We also compared our transcriptome with sequences reported for the genus Paspalum, 
potentially associated with apomixis. The sequences were used as queries for nucleotide  
BLAST search against the 114,306 unigenes, with an e-value cutoff of 1e-05. 
 
Construction of coexpression networks 
To create the Pearson-based coexpression networks, we used the expression values in 
FPKM of assembled unigenes from flowers and leaves tissues. To reduce the bias that might 
arise from extremely low gene expression levels, those genes that not displayed expressed 
levels of FPKM or genes with low expression (FPKM ≤ 1) were removed. We then calculated 
an all-versus-all coexpression network matrix using a Pearson correlation coefficient cutoff of 
≥ 0.8. Pearson correlations capture only the linear relationships between any two data 
components and their coefficient defines the mutual relationship of coexpression between two 
genes (Mutwil et al., 2010). All subsequent analyses were conducted based on the networks 
filtered by the highest reciprocal rank (HRR) in order to select only the strongest edges. We 
set the HRR limit to 30, thus capping the maximum number of edges per node to 30. Then, 
the Heuristic Cluster Chiseling Algorithm (HCCA) was applied to partition the networks into 
manageable clusters, with three-step node vicinity networks (NVN). This algorithm finds 
clusters by generating putative clusters for every node in the graph and then iteratively 
removes nodes that show higher connectivity to nodes outside of a cluster than to nodes 
within the cluster (Mutwil et al., 2010). We used the HCCA script implemented in Python 
available from the PlaNet home page (http://aranet.mpimp-golm.mpg.de/download.html). The 









DNA content and mode of reproduction 
The cytoembryological analysis confirmed the expected mode of reproduction of the 
accessions based on the literature (Tables 1 and 2). The DNA content was determined for all 
five plants used in the experiments, although only three of them were evaluated in the RNA-
seq analysis. The 2C DNA content of all the plants from accessions BGP22 and BGP306 was 
half of the 2C DNA content from all the plants from BGP30, BGP34, BGP115 and BGP216. 
Therefore, all the plants evaluated had DNA contents compatible with the described ploidy 
levels of their respective accessions in the literature (Tables 1 and 2).  
 













mean 2C (pg) 
30 
BGP30_1¹ 3.2 










































¹indicates plants with foliar RNA evaluated; ²indicates plants with inflorescence RNA 
evaluated;³indicates plants with DNA evaluated. 
 
Illumina sequencing data and de novo assembly 
After removing the adaptors and the low-quality and contaminated reads, 313,198,097 
HQ clean paired-ends reads from flower and leaf tissues were obtained and used to construct a 
P. notatum reference transcriptome. A total of 203,808 transcripts were assembled, of which a 
set of 114,306 non-redundant sequences were filtered as unigenes (56.08% of all transcripts) 
(Table 3). The unigenes had an average length of 750.51 bp with an N50 of 906 bp and GC 
percentage of 47.60%. The distribution of unigenes according to length is shown in Figure 1. 
We obtained 21,585 (18.88%) unigenes longer than 1 kb, a size range that commonly confers 
a high annotation rate. Lastly, more than half of the total unigenes annotated were > 500 bp in 










Table 3. Statistics for the assembled transcriptome of Paspalum notatum.  
 Transcripts Unigenes 
Total  203,808 114,306 
Total assembled bases 219,683,637 85,787,466 
Average length (bp) 1,077.90  750.51 
N50 length (bp) 1,599  906  




Figure 1. Comparison of number of unigenes and number of unigenes annotated in the NCBI 
non-redundant protein database by size range. 
 
The Bowtie aligner mapped 94.39% of the reads onto the assembled transcripts. When 
compared within the selected unigenes, 73.78% of the reads were remapped. Of these, 
82.97% and 83.48% of the sequencing reads from sexual and apomictic samples, respectively, 
were similarly represented in the final assembly. BUSCO analysis was used to estimate the 
completeness of our transcriptome assembly based on the presence, absence, duplication, 
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conserved single-copy plant orthologs; the P. notatum transcriptome showed high assembly 
completeness, with 664 (69%) complete BUSCO sequences (532 as a single copy and 132 as 
multiple copies) and 169 (17%) gene fragments. A total of 123 (12%) BUSCO plant 
geneswere not identified among the unigenes of P. notatum. 
 
Gene function analysis 
Unigene annotation was performed by the BLAST algorithm against several databases. 
Among the 114,306 unigenes, 51,939 (45.44%) were categorized in the NCBI Nr database, 
34,750 (30.40%) in UniProtKB/Swiss-Prot, and 54,568 (47.74%) in Phytozome. 
The GO database was then utilized to retrieve the GO identifiers for each unigene 
annotated in NCBI Nr. In total, 21,537 (41.47%) unigenes were assigned to 4,614 GO terms 
in three main categories: 2,510 biological process, 1,486 molecular function and 618 different 
cellular components. The results of KEGG analysis showed that the 9,221 unigenes annotated 
were participating in 129 pathways. Among these, the Metabolic Pathway was the most 
represented, with emphasis on the Purine Metabolism Pathway (1,079 members), followed by 
the Metabolism of Thiamine (907 members) and Starch and Sucrose Metabolism (336 
members).  
A total of 33,873 unigenes remained without hits after searching against all protein 
databases. We then performed a search for the presence of open reading frames (ORFs), 
which were found in 15,107 unigenes, and 2,347 of these showed complete ORFs. These 
sequences need further investigation, since they may represent genes that have not yet been 






Expression levels of genes and identification of DEGs 
The HQ clean reads were realigned against the 114,306 unigenes of the reference 
transcriptome to estimate the expression level of the unigenes in each genotype. Most 
identified genes had expression levels of FPKM ≤ 100 (110,621 unigenes), whereas only 49 
unigenes had high expression levels (FPKM ≥ 400). The remaining unigenes were not 
mapped, and thus their expression levels could not be determined. A comparison of the 
110,656 unigenes that showed different levels of expression in the two different tissues of the 
samples studied revealed genes that were expressed in the genotypes of only one biological 
group and were not expressed in the others (Figure 2), which were considered "unique" genes. 
Thus, 19,304 unique unigenes were found for the 4×APO group, 2,173 for 2×SEX, and 217 
for 4×SEX. All the unigenes expressed in the flower tissues were also contained in the 
transcriptome profile of the leaf; no unique genes were found in the flower samples for either 
diploid sexual or tetraploid apomictic samples (Figure 2).  
 
Figure 2. Venn diagram showing the distribution of unigenes of P. notatum from two different 






To compare the differences among all three phenotypic groups, we chose to use only 
the unigenes with FPKM values from the leaf samples because they contained all the unigenes 
representative of the transcriptome assembly and had three biological replicates for each 
genotype, which maximizes the accuracy and reliability of differential gene expression 
analysis. However, within the same biological group, different expression patternswere 
observed among genotypes, mainly in group 4×APO (Figure 3). Thus, to reduce the effects of 
the differences in expression caused by genotype, we performed a two-step analysis. In the 
first stage, we identified 72,318 unigenes equally expressed among all genotypes of the 
apomictic tetraploid group and 47,069 equally expressed unigenes in the sexual diploid group. 
This initial analysis was not necessary for the sexual tetraploid because only one genotype 
was analyzed. From these, we selected 28,969 unigenes that were common to all three 
biological groups. 
 
Figure 3. Principal component analysis (PCA) according to the FPKM values of Paspalum 






Pairwise comparisons of 28,969 unigenes allowed the identification of 2,072 DEGs 
between 2×SEX and 4×APO, which included 772 and 1,173 overexpressed unigenes, 
respectively. There were 1,173 DEGs between 2×SEX and 4×SEX, including 308 and 798 
overexpressed unigenes, respectively, and a total of 1,317 genes were identified as DEGs 
between 4×APO and 4×SEX, among which 618 and 661 were overexpressed, respectively. 
Next, we inferred the enriched functions for the identified DEGs that were over- or 
underexpressed (Additional File 1, 2 and 3). Among the DEGs identified, we isolated a set of 
510 unigenes that were consistently differentially expressed between the apomictic and sexual 
groups, independent of ploidy level (diploid or tetraploid). These unigenes correspond to 
potential genes related to the reproductive modes, sexual and apomictic, found in this species. 
We identified the enriched GO terms of these unigenes, which belonged to 26 biological 
processes (BP),13 molecular functions (MF) and three cellular components (CC) (Figure 4).  
 
Figure 4. Enriched ontology terms of 510 unigenes differentially expressed between 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Among the BP enriched in this set, we can emphasize “positive regulation of miRNA 
metabolic process (GO:2000630)” and “regulation of primary miRNA processing 
(GO:2000636)”, which both activate or increase the frequency, rate or extent of miRNA 
production. miRNA, in turn, is directly related to “DNA metabolic process (GO:0006259)”, 
which decreases the rate of gene expression (negative regulation of gene expression - 
GO:0010629) through an epigenetic RNA-based gene silencing process (RNA-directed DNA 
methylation - GO:0080188). Four unigenes are mainly involved in these processes and 
overexpressed in apomicts in relation to their sexual counterparts; these unigenes correspond 
to a pseudoARR-B transcription factor; pre-mRNA splicing factor, putative (Ricinus 
communis); hypothetical protein SORBIDRAFT_05g016770; and an uncharacterized protein, 
LOC100501330 (Zea mays). 
 
qRT-PCR validation 
We confirmed a subset of the DEGs between the apomictic and sexual groups using 
qRT-PCR. Of the genes selected to test as reference, three showed nonspecific amplification 
in DNA and were discarded, and five successfully amplified, showing M values < 0.5 and CV 
values < 0.25 (Additional File 4). Of these, we used one primer pair as reference for qRT-
PCR for each group comparison, “01RefGen-Pnot” for 2×SEX x 4×APO and “04RefGen-
Pnot” for 4×APO x 4×SEX.  
The 18 primer pairs designed for expression analysis were also evaluated through PCR 
using genomic DNA as a template. Eight did not amplify or presented nonspecific 
amplification and were discarded. Two were not evaluated for qRT-PCR, but showed an 
interesting result in DNA amplification. The first was designed from a unigene observed as 





genotypes and amplified only in apomictic DNA and not in DNA from sexual 
(diploid/tetraploid) genotypes. For the second, the expression value in RNA-seq was very low 
in 2×SEX, but DNA amplification occurred in all groups. However, when cDNA gel 
amplification of the same genotypes was observed, only the apomictic genotypes presented 
amplicons. These results suggest that these unigenes, which have expression in only certain 
cytotypes, may be exclusive to the genomes of these groups and otherwise poorly expressed 
or silenced. These unigenes are reported in this work for the first time. 
Eight primer pairs successfully produced amplicons and were then used for qRT-PCR 
(Additional File 5) to show that their targets were indeed differentially expressed (Figures 5 
and 6). The qRT-PCR analyses showed the trends of expression to be consistent with those 





FPKM Mean                                     0.110                                        15.190                                      9.201                                        46.072 
 
  
FPKM Mean                                     275.995                                      0.352                                     658.025                                     0.506 
Figure 5. Histograms of gene expression obtained by qRT-PCR showing the relative expression patterns of 4 genes differentially expressed 
between tetraploid apomictic "4×APO" (red box) and diploid sexual "2×SEX" (blue box). *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001: Statistically 
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FPKM Mean                                            230.751                                   110.711                                            57.828                                      11.977 
 
  
FPKM Mean                                            46.893                                     112.465                                            1235.259                                  236.315 
Figure 6. Histograms of gene expression obtained by qRT-PCR showing the relative expression patterns of 4 genes differentially expressed 
between tetraploid apomictic "4×APO" (red box) and tetraploid sexual "4×SEX" (green box). *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001: Statistically 
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Detailed search for potential apomixis genes 
A total of 1,612 unigenes potentially integrated into the ACR was revealed. Of these 
unigenes, 1,356 corresponded to rice chromosome 2 and 256 corresponded to the 
chromosome 12 region (Figure 7). Curiously, 40 of these unigenes were part of the set 
identified as unique to apomicts, 9 were unique to sexual diploids and 6 to sexual tetraploids. 
Moreover, considering the analysis of differential expression, 16 unigenes were differentially 
expressed in 2×SEX vs 4×APO, 20 in 4×APO vs 4×SEX and 17 in 2×SEX vs 4×SEX. All 
these findings, especially this set of 108 unique or differentially expressed unigenes, represent 
a valuable set of genes that can be carefully investigated to determine whether they are 
effectively genetically linked to the ACR in the species. 
 
Figure 7. The number of P. notatum unigenes aligned against the rice transcripts potentially 
integrating the ACR. A total of 256 unigenes presented homology onto the region 
encompassed by C1069 and C996 markers of rice chromosome 12, and 1,356 unigenes 





The BLAST results in Additional File 6 show the similarity of the unigenes to 
Paspalum sequences from the literature, revealing that our transcriptome contains the genes 
already found to be involved in asexual reproductive development in Paspalum. 
 
Network gene expression 
We obtained 879,481 coexpressed connections among 53,262 unigenes. The genes 
were grouped into 642 clusters by coexpression pattern. We present these results below 
(Figure 8).  
In the network, the unique unigenes from each biological group tended to form 
coexpression modules (Figure 8 B, C, D). Despite this division, the relevant biological 
relationships of these genes with the other genes can be recoveredto integrate the network. 
We identified a direct correlation of the 108 DE and/or unique putative ACR unigenes 
with their nearest neighbors in the gene expression network. Thus, we retrieved a subnetwork 
composed of 536 strongly correlated unigenes (Figure 9), allowing the identification of GO 
enriched terms for these genes. We observed the participation of these unigenes in 43 
different BP, 31 MF and 17 CC. The enriched BP terms (Figure 10) demonstrate that the 
overall gene network is transcriptionally directed toward reproductive BP, such as “male 
gamete generation (GO: 0048232)”; “sister chromatid segregation (GO: 0000819)”; “meiosis 
I (GO: 0007127)”; “resolution of meiotic recombination intermediates (GO: 0000712)”; 
“regulation of cytokinesis (GO: 0032465)”; “mitotic cytokinesis (GO: 0000281)”; “spindle 
assembly (GO: 0051225)”; “mitotic spindle organization (GO: 0007052)”; and “mitotic DNA 
integrity checkpoint (GO: 0044774)”. At the same time, the network links enriched epigenetic 
processes such as “macromolecule methylation (GO: 0043414)”; “histone-serine 
phosphorylation (GO: 0035404)”; “regulation of protein phosphatase type 2A activity (GO: 







Figure 8. Coexpression network for Paspalum notatum. a) Coexpression network of all 
analyzed genes; the more centralized genes in light gray are those common to all genotypes 
analyzed with non-differential expression. Node color denotes the differentially expressed 
genes between the biological groups: purple (2×SEX vs 4×APO), yellow (2×SEX vs 4×SEX) 
and dark green (4×APO vs 4×SEX). The networks of the unique genes of each group are 
highlighted: b) unigenes unique to sexual diploids (blue); c) unigenes unique to sexual 
tetraploids (green); and d) unigenes unique to apomictic tetraploids (red). Edges 






Figure 9. Subnetwork gene expression for 536 Paspalum notatum unigenes. The 108 
differentially expressed and/or unique putative ACR unigenes are presented in this 
subnetwork, along with their nearest neighbors. The color patterns are the same as those used 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































In our study, we constructed a P. notatum reference transcriptome through next-
generation sequencing approaches to investigate the gene expression changes associated with 
apomictic and sexual reproduction. RNA-seq analysis identified a total of 114,306 unigenes 
based on two tissues (flowers and leaves) from six genotypes with different ploidy levels and 
reproductive modes. Robust metrics indicated that the transcriptome was a quality assembly 
with a high degree of integrity, which further expands the bahiagrass transcriptome database.  
GO analysis showed that the unigenes could be grouped into 4,614 different known 
terms, which were used here as the main biological GO classifications, and ensured the 
integrity of the functional analyses of the apomixis candidate genes. Various unique GO terms 
were enriched at different time points. On the basis of 508 DEGs between apomictic and 
sexual plants, the analysis of enriched GO terms suggests that DEGs between plants with 
distinct reproductive modes are related to the regulation of gene expression by epigenetic 
silencing in apomictic bahiagrass. This result is consistent with the growing body of evidence 
that suggests that apomixis arises from deregulation of the sexual pathway, where epigenetic 
mechanisms play a significant role in at least some elements of apomictic development 
(Calderini et al., 2011; Ortiz et al., 2013; Brukhin, 2017). The unusual differential expression 
analysis carried out here, aiming precisely to remove genes whose expression may be related 
to the effect of genotype and to isolate a set of genes that are commonly expressed by all 
genotypes presenting the same biological condition, allowed us to identify DEGs 
representative of the mode of reproduction and free of much of the influence of ploidy and 
genotype. These DEGs represent a strong set of candidate genes that, along with the 19,304 





In apospory, gene expression occurs at specific stages of apomictic development, such 
as apomeiosis, parthenogenesis, and autonomous endosperm development; increased or 
decreased expression of some genes due to these specific stages may hinder the analysis of 
differential expression between sexual and apomictic genotypes (Ortiz et al., 2013, 2017). 
However, we believe that the identification of DEGs as performed here, using only genes with 
expression among all genotypes of all biological groups and including our other 
modifications, may have minimized this influence. In addition, this method may also explain 
the large number of “unique” genes identified. Gene expression observed exclusively in 
apomicts, for example, may be the result of the occurrence of heterochromatic expression or 
expression at particular stages of development or in specific cells. 
In addition, since functionally related genes tend to be transcriptionally coordinated 
(Stuart et al., 2003; Persson et al., 2005), the construction of the gene expression network 
performed here provides a powerful resource, allowing us to identify the genes coexpressed 
with the unique genes, and thus, recover BP and closely related pathways. The 536-unigene 
subnetwork presented in this work is an example of how we can recover the relevant 
biological relationships of genes of interest using the whole transcriptome. By starting at a 
smaller scale with the DEGs and/or unique genes and integrating the information by adding 
their nearest neighbors, we could obtain a broader view of the processes related to the 
candidate genes. The gene subnetwork is transcriptionally directed toward reproductive 
processes and the regulation of epigenetic changes by modulating histones. In particular, 
MAP kinase activity was negatively regulated. The mitogen-activated protein 3-kinase 
(MAP3K) gene family was identified as differentially expressed in the apomictic and sexual 
flowers of P. notatum (Laspina et al., 2008) and in the flowers of P. simplex (Polegri et al., 





species (Ortiz et al., 2013).  
The DEGs and unique unigenes used to form the subnetwork are those that are 
possibly integrated into the ACR. The size of the ACR in Paspalum is relatively small 
compared to those of other apomictic systems (Ortiz et al., 2013), but the lack of 
recombination makes it difficult to study this region by map-based cloning (Laspina et al., 
2008). Thus, the discovery of DEGs potentially located in this region is extremely valuable to 
our attempts to understand the complex functional network of gene–gene communication. 
These DEGs could also be used for future manipulation of the apomixis trait, which has 
outstanding importance in agricultural biotechnology. Increases in cattle production in 
tropical, subtropical and temperate areas have been achieved due to the use of apomictic 
forage grass cultivars (Ortiz et al., 2013). 
Apomixis is simultaneously intriguing and complex to elucidate, providing an 
inspiring area of research. In the genus Paspalum, the first approach to understanding the 
molecular nature of apomixis was carried out by Pessino et al. (2001). This approach led to 
the identification of a few sequences that are highly expressed during early megagametophyte 
development in apomictic plants through differential display experiments in the 
inflorescences of sexual and aposporous P. notatum. Here, we recovered all three of those 
reported sequences as a single representative unigene (Additional File 6) annotated as kinesin 
motor expressed, involved in the biological process of microtubule-based movement. A 
kinesin motor protein has also been reported by other authors as differentially expressed 
between apomictic and sexual plants (Albertini et al., 2004, 2005; Laspina et al., 2008). 







Since then, several other candidate genes have been reported using P. notatum and P. 
simplex species (Pessino et al., 2001; Calderini et al., 2006; Laspina et al., 2008; Polegri et al., 
2010), and more recently, the first approach using RNA-seq was published for bahiagrass, 
based on expression profiling of apomictic and sexual plant flowers (Ortiz et al., 2017). Some 
of these candidate genes have been investigated in more detail (Felitti et al., 2011; Podio et 
al., 2014b; Siena et al., 2014; Siena et al., 2016). However, many questions remain, and 
further research is needed to define the relationships between structure, position and function 
of the known apomixis-linked genes (Ortiz et al., 2013). Furthermore, we recovered some of 
the previously published sequences in our P. notatum transcriptome. 
One of these candidate genes is n20gap-1, a lorelei-like P. notatum gene (Laspina et 
al., 2008; Felitti et al., 2011) encoding a GPI-anchored proteinthat supposedly plays a role in 
the final stages of the apomixis developmental cascade. Laspina et al. (2008) previously 
reported that sequence as linked to the chromosomal locus governing apospory at a genetic 
distance of 22 cM. Here, one of these unigenes was in the identified set of unigenes 
potentially integrated into the ACR, corresponding to rice chromosome 2. Additionally, we 
found some unigenes, including some that were differentially expressed, that aligned with the 
P. notatum sequences characterized by Podio et al. (2014b), corresponding to Somatic 
Embryogenesis Receptor-Like Kinase (SERK), in addition to other numerous unigenes with 
the same annotation. The candidate SERK-like genes play crucial roles in somatic 
embryogenesis in angiosperms and have been reported as related to apomixis. Albertini et al. 
(2005) analyzed two members, PpSERK1 and PpSERK2, and found thatPpSERK1 expression 
was high during premeiosis and decreased during the meiosis and post-meiotic stages, 
whereas PpSERK2expression was high from premeiosis to anthesis, in the nucellar cells of 





pratensis was compatible with its role in the specification of aposporous initials. In 
P. notatum, the expression of two different members of the SERK family (PnSERK1 and 
PnSERK2) was observed, andPnSERK2 displayed a spatial expression pattern similar to that 
reported for the PpSERKs, which are expressed in nucellar cells at meiosis in the apomictic 
genotype(Podio et al., 2014). We also identified unigenes that showed similarity to other 
interesting candidate genes related to apospory, such as the PnTgs1-like gene that encodes a 
trimethylguanosine synthase-like protein, which plays a fundamental role in nucellar cell fate, 
as its diminished expression is correlated with initiation of the apomictic pathway in plants 
(Siena et al., 2014). Additionally, two unigenes were similar to the sequence of PsORC3, 
which seems to play an active role in mechanisms repressing sexuality in apomictic 
P. simplex, acting in the development of apomictic seeds, which deviate from the canonical 
2(maternal):1(paternal) genome ratio (Siena et al., 2016). Recovering these candidate gene 
sequences demonstrates the representative and informative nature of our transcriptome. This 
outcome reaffirms that high-throughput sequencing technology enhances our understanding of 
global RNA expression. 
In this study, we applied RNA-seq technology and bioinformatics methods to identify 
the transcriptomic differences between apomixis and sexual reproduction. Our results reveal 
many DEGs, genes exclusively expressed in apomicts or sexuals, many of which are in 
potential association with the genomic region including the apo locus. This set of genes may 
aid in the identification or validation of candidate genes, which will enable valuable insights 
through understanding apospory. Moreover, these genes may be considered to screen for 
molecular markers linked to apomixis in P. notatum, which will be crucial to boost breeding 
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Additional File 1. Functional classification of enriched overexpressed DEGs in the 2×SEX 
vs 4×APO comparison. Gene Ontology biological process (blue boxes), Gene Ontology 
cellular component (yellow boxes), and Gene Ontology molecular function (orange boxes). 
A) categories enriched in overexpressed genes in 2×SEX and B) categories enriched in 










Additional File 2. Functional classification of enriched overexpressed DEGs in the 2×SEX 
vs 4×SEX comparison. Gene Ontology biological process (blue boxes), Gene Ontology 
cellular component (yellow boxes), and Gene Ontology molecular function (orange boxes). 
A) categories enriched in overexpressed genes in 2×SEX and B) categories enriched in 












Additional File 3. Functional classification of enriched overexpressed DEGs in the 
4×APO vs 4×SEX comparison. Gene Ontology biological process (blue boxes), Gene 
Ontology cellular component (yellow boxes), and Gene Ontology molecular function (orange 
boxes). A) categories enriched in overexpressed genes in 4×APO and B) categories enriched 













Primer Sequence  




Tm (°C) Efficiency (%) R2 Gene Description / Annotation E-value 
Equally expressed genes between Diploid Sexual and Tetraploid Apomictic  
01RefGen-Pnot 
F-TGCTTATGGACAGGGAGAGG 








80 60 92.7 0.98 Uncharacterized protein (Setaria italica)  140E-87 
R-AGGTATTCTTTGAGCCATCGTG 
ID 
Primer Sequence  
(5’ – 3’) 
Amplicon 
Length (bp) 
Tm (°C) Efficiency (%) R2 Gene Description / Annotation E-value 
Equally expressed genes between Tetraploid Apomictic and Tetraploid Sexual  
04RefGen-Pnot 
F-CAGGTGGCGGCTGAGTATT 
128 60 109.1 0.99 







125 60 105.0 1.00 
Putative uncharacterized protein 
Sb01g036850 











Additional File 5. Quantitative RT-PCR primer sequences.  
 
ID 
Primer Sequence  






Annotation  E-value GO terms 
2×SEX 4×APO 












P:defense response to other organism; F:iron ion 
binding; C:membrane; P:secondary metabolite 
biosynthetic process; F:oxidoreductase activity, 
acting on paired donors, with incorporation or 
reduction of molecular oxygen, NAD(P)H as one 
donor, and incorporation of one atom of oxygen; 
P:indole glucosinolate metabolic process; P:electron 




123 5,003 46,072 9,201 Peroxidase (Arundo donax)  25E-111 
P:plant-type cell wall organization; C:extracellular 
region; C:plant-type cell wall; F:heme binding; 
P:hydrogen peroxide catabolic process; 
F:peroxidase activity; P:response to oxidative stress; 
F:metal ion binding; P:obsolete peroxidase reaction; 
C:integral component of membrane; P:cellular 
oxidant detoxification; C:cytoplasmic, membrane-




93 0,001 0,352 275,995 
H0315A08.7 protein  
(Oryza sativa) 
 5.4E-54 
F:ATP binding; P:stress-activated protein kinase 
signaling cascade; P:activation of protein kinase 
activity; P:regulation of apoptotic process; P:serine 
family amino acid metabolic process; F:protein 
serine/threonine kinase activity; P:signal 
transduction by protein phosphorylation; C:plastid; 



















Primer Sequence  





FPKM Mean Annotation  E-value GO terms 
4×APO 4×SEX 
   




146 2,084 230,751 110,711 
Uncharacterized protein 
 (Setaria italica) 
 13E-78 
P:reciprocal meiotic recombination; P:pollen development; 
P:chromatin silencing; P:telomere maintenance in response to 
DNA damage; P:post-translational protein modification; 
P:mitotic cell cycle; P:meiotic DNA double-strand break 
formation; P:multicellular organism reproduction; P:systemic 
acquired resistance; P:regulation of flower development; 
P:positive regulation of transcription, DNA-templated; 
P:histone phosphorylation; P:regulation of cell cycle; 
P:response to gamma radiation; P:histone H3-K9 methylation; 
P:negative regulation of systemic acquired resistance; 
P:regulation of telomere maintenance; P:protein 
deubiquitination; P:DNA replication initiation; P:sister 
chromatid cohesion; P:photomorphogenesis; P:male meiosis; 
P:double-strand break repair via homologous recombination; 
P:floral organ formation; P:regulation of DNA replication; 
P:DNA methylation; P:gene silencing by RNA; P:somatic cell 




132 4,825 57,828 11,977 
Uncharacterized protein  
(Setaria italica) 
 370E-81 
P:DNA methylation; P:regulation of flower development; 
P:DNA-dependent DNA replication; C:plastid; P:histone H3-
K9 methylation R-TCCATCAACTGTCTCCATAGC 
Pnot07 
F-GTGCTGCTTGGGCTTCTT 












P:chlorophyll biosynthetic process; P:L-phenylalanine 
biosynthetic process; P:jasmonic acid biosynthetic process; 
P:chloroplast organization; P:unsaturated fatty acid 
biosynthetic process; P:tryptophan biosynthetic process; 
P:positive regulation of transcription, DNA-templated; 
P:cysteine biosynthetic process; P:isopentenyl diphosphate 
biosynthetic process, methylerythritol 4-phosphate pathway; 
P:phosphorylation; P:indoleacetic acid biosynthetic process; 
P:tyrosine biosynthetic process; P:oxidoreduction coenzyme 
metabolic process; P:coenzyme biosynthetic process; P:leaf 
morphogenesis; P:tryptophan catabolic process; P:cell 
differentiation; P:thylakoid membrane organization; 








Additional File 6. BLAST search results of sequences of Paspalum notatum from the literatureagainst the assembled unigenes  
Subject id Query id 
















TR59083|c0_g1_i1 AF242537.1 Pessino et al., 2001 91.50 353 20 8 1248 1593 6 355 8.00E-137 477 
TR59083|c0_g1_i1 AF242538.1 88.83 358 22 13 1248 1593 6 357 1.00E-120 424 
TR59083|c0_g1_i1 AF242539.1 89.73 409 24 16 1248 1649 6 403 1.00E-145 507 
TR35062|c2_g1_i1 GQ385196.1 Felitti et al., 2011 98.24 454 8 0 152 605 676 223 0.0 795 
TR35062|c2_g2_i1 GQ385196.1 97.92 674 13 1 152 824 676 3 0.0 1166 
TR35062|c2_g1_i1 GQ385197.1 98.49 530 7 1 1 529 532 3 0.0 933 
TR35062|c2_g2_i1 GQ385197.1 98.49 530 7 1 1 529 532 3 0.0 933 
TR35062|c2_g1_i1 GQ385198.1 98.30 529 9 0 1 529 531 3 0.0 928 
TR35062|c2_g2_i1 GQ385198.1 98.30 529 9 0 1 529 531 3 0.0 928 
TR35062|c2_g1_i1 GQ385199.1 99.55 445 2 0 85 529 445 1 0.0 811 
TR35062|c2_g2_i1 GQ385199.1 99.55 445 2 0 85 529 445 1 0.0 811 
TR35062|c2_g1_i1 GQ385200.1 98.99 493 5 0 37 529 495 3 0.0 883 
TR35062|c2_g2_i1 GQ385200.1 98.99 493 5 0 37 529 495 3 0.0 883 
TR35062|c2_g1_i1 GQ385201.1 97.36 530 13 1 1 529 532 3 0.0 900 
TR35062|c2_g2_i1 GQ385201.1 97.36 530 13 1 1 529 532 3 0.0 900 
TR35062|c2_g1_i1 GQ385202.1 99.43 529 2 1 1 529 528 1 0.0 959 
TR35062|c2_g2_i1 GQ385202.1 99.43 529 2 1 1 529 528 1 0.0 959 
TR35062|c2_g1_i1 GQ385203.1 99.77 444 1 0 86 529 446 3 0.0 815 
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TR35062|c2_g2_i1 GQ385203.1 99.77 444 1 0 86 529 446 3 0.0 815 
TR35062|c2_g1_i1 GQ385204.1 100.00 255 0 0 152 406 257 3 2.00E-135 472 
TR35062|c2_g2_i1 GQ385204.1 100.00 255 0 0 152 406 257 3 2.00E-135 472 
TR35062|c2_g1_i1 GQ385205.1 99.74 378 1 0 152 529 380 3 0.0 693 
TR35062|c2_g2_i1 GQ385205.1 99.74 378 1 0 152 529 380 3 0.0 693 
TR5206|c0_g1_i1 KC792581.1 Podio et al., 2014 98.98 391 3 1 151 541 107 496 0.0 699 
TR5206|c0_g1_i1 KC792581.1 94.63 242 8 3 1 240 51 289 4.00E-105 370 
TR24308|c0_g1_i1 KC792581.1 99.15 351 1 2 1066 1414 1283 933 0.0 630 
TR24308|c0_g1_i1 KC792581.1 97.79 272 6 0 796 1067 1738 1467 2.00E-134 470 
TR24308|c0_g1_i1 KC792581.1 98.68 151 2 0 1402 1552 870 720 7.00E-74 268 
TR24308|c0_g1_i1 KC792581.1 98.72 78 1 0 1551 1628 642 565 5.00E-35 139 
TR24308|c0_g1_i1 KC792581.1 100.00 60 0 0 1626 1685 85 26 1.00E-26 111 
TR874|c0_g1_i1 KC792582.2 98.99 493 5 0 1 493 1795 1303 0.0 883 
TR874|c1_g1_i1 KC792582.2 99.20 375 3 0 142 516 985 1359 0.0 676 
TR874|c1_g1_i1 KC792582.2 98.23 282 5 0 556 837 1772 2053 5.00E-142 494 
TR874|c1_g1_i1 KC792582.2 98.62 145 0 1 1 143 733 877 3.00E-70 255 
TR68788|c1_g1_i1 KC792582.2 99.63 273 1 0 1921 2193 533 805 2.00E-143 499 
TR68788|c1_g1_i1 KC792582.2 99.23 130 1 0 1792 1921 323 452 7.00E-64 235 
TR68788|c1_g1_i1 KC792582.2 100.00 120 0 0 1675 1794 117 236 5.00E-60 222 
TR68788|c1_g2_i1 KC792582.2 81.12 286 52 2 243 527 1772 2056 4.00E-62 228 
TR68788|c1_g3_i1 KC792582.2 95.00 120 6 0 586 705 117 236 2.00E-50 189 
TR68788|c1_g3_i1 KC792582.2 100.00 32 0 0 703 734 323 354 1.00E-11 60.2 
TR31014|c0_g1_i1 KM114904.1 Siena et al., 2014 100.00 40 0 0 361 400 1638 1677 3.00E-16 75.0 
TR53162|c0_g1_i1 KM114904.1 95.88 972 27 5 347 1318 2174 1216 0.0 1561 
TR67291|c0_g1_i1 KM114904.1 100.00 39 0 0 317 355 217 179 9.00E-16 73.1 
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TR31014|c0_g1_i1 KM114905.1 100.00 40 0 0 361 400 1656 1695 3.00E-16 75.0 
TR53162|c0_g1_i1 KM114905.1 96.21 976 33 3 346 1318 2193 1219 0.0 1594 
TR67291|c0_g1_i1 KM114905.1 100.00 39 0 0 317 355 217 179 9.00E-16 73.1 
TR43425|c1_g1_i1 LN832398.1 Siena et al., 2016 91.60 643 48 2 176 815 2164 1525 0.0 883 
TR55035|c0_g1_i1 LN832398.1 90.18 774 59 5 4 777 757 1 0.0 992 
TR43425|c1_g1_i1 LN832399.1 91.60 643 48 2 176 815 2164 1525 0.0 883 
TR55035|c0_g1_i1 LN832399.1 90.18 774 59 5 4 777 757 1 0.0 992 
TR43425|c1_g1_i1 LN832400.1 93.12 640 37 4 176 815 2165 1533 0.0 931 
TR55035|c0_g1_i1 LN832400.1 92.50 773 51 2 5 777 766 1 0.0 1099 
TR43425|c1_g1_i1 LN832401.1 93.12 640 37 4 176 815 2165 1533 0.0 931 
TR55035|c0_g1_i1 LN832401.1 92.50 773 51 2 5 777 766 1 0.0 1099 
TR43425|c1_g1_i1 LN832402.1 93.75 640 40 0 176 815 2184 1545 0.0 961 
TR55035|c0_g1_i1 LN832402.1 92.68 779 50 4 5 777 778 1 0.0 1116 
TR43425|c1_g1_i1 LN832403.1 93.75 640 40 0 176 815 2184 1545 0.0 961 
















“First microsatellite markers for Paspalum plicatulum (Poaceae) characterization and 















































































Additional file 1. Bar graph of the estimated membership coefficients (Q) by STRUCTURE 
software for K = 6 for each of the 48 Paspalum genotypes evaluated. 
 
Additional file 2. Allocation of Paspalum individuals based on the groups formed in the 
analysis of the STRUCTURE and DAPC. Groups 1 (red), 2 (blue) and 3 (green) for both 
analyses. 
 
ID Species STRUCTURE DAPC 
1 Paspalum plicatulum 1 1 
2 Paspalum plicatulum * 1 
3 Paspalum rhodopedum 1 2 
4 Paspalum plicatulum 1 1 
5 Paspalum plicatulum 1 1 
6 Paspalum plicatulum 3 3 
7 Paspalum lenticulare 2 2 
8 Paspalum compressifolium 1 1 
9 Paspalum plicatulum 1 1 
10 Paspalum plicatulum 1 1 
11 Paspalum plicatulum 1 1 
12 Paspalum plicatulum 1 1 
13 Paspalum plicatulum 1 1 
14 Paspalum plicatulum 3 3 
15 Paspalum plicatulum 3 3 
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16 Paspalum plicatulum 1 1 
17 Paspalum compressifolium 1 1 
18 Paspalum plicatulum 3 3 
19 Paspalum plicatulum 1 1 
20 Paspalum plicatulum * 3 
21 Paspalum plicatulum 2 2 
22 Paspalum atratum 2 2 
23 Paspalum plicatulum 1 2 
24 Paspalum plicatulum 2 2 
25 Paspalum plicatulum 3 3 
26 Paspalum plicatulum 3 3 
27 Paspalum plicatulum 2 2 
28 Paspalum plicatulum 2 2 
29 Paspalum guenoarum 3 2 
30 Paspalum plicatulum 3 3 
31 Paspalum plicatulum 3 3 
32 Paspalum plicatulum 3 2 
33 Paspalum lenticulare 2 2 
34 Paspalum lenticulare 2 2 
35 Paspalum guenoarum 2 2 
36 Paspalum compressifolium 1 2 
37 Paspalum rhodopedum 2 2 
38 Paspalum rhodopedum 2 2 
39 Paspalum compressifolium 2 2 
40 Paspalum lepton 1 2 
41 Paspalum guenoarum 2 2 
42 Paspalum guenoarum 2 2 
43 Paspalum atratum 2 2 
44 Paspalum guenoarum 2 2 
45 Paspalum atratum 2 2 
46 Paspalum rojasii 2 2 
47 Paspalum guenoarum 2 2 
48 Paspalum rojasii 2 2 














Additional file 3. Bayesian information criterion (BIC) for different numbers of clusters. The 









“Detecção e genotipagem de SNPs em espécies de Paspalum  





















Paspalum plicatulum Michx., conhecida como “pasto negro”, é uma gramínea 
perene originária do Brasil e amplamente distribuída do sul dos Estados Unidos ao sul da 
Argentina e Índia Ocidental (Chase, 1929), de importância ecológica e forrageira (Ramírez, 
1954; Allem & Valls, 1987). Tetraplóides apomíticos é a condição comum para a espécie, 
embora alguns diplóides sexuais já tenham sido reportados (Espinoza & Quarin, 1997). 
Pertence ao grupo Plicatula, historicamente reconhecido pela ampla variabilidade morfológica 
de suas espécies e oportunamente destacado por Killeen (1990) como um grupo altamente 
complexo, devido a dificuldade de delimitação das espécies que o compõem. O grupo 
Plicatula abrange várias espécies relacionadas à P. plicatulum, porém, o nome P. plicatulum 
vem sendo utilizado indiscriminadamente na identificação de várias espécies, estando 
relacionado à cerca de 30 sinônimos e 21 categorias infraespecíficas (Oliveira, 2004).  
O grupo Plicatula é considerado um intrincado complexo agâmico. Ainda que 
algumas revisões taxonômicas e avaliações de bancos de germoplasma tenham sido 
realizadas, muitas espécies de Paspalum permanecem não identificadas, sobretudo as 
incluídas no Grupo Plicatula. A falta de caracterização correta das espécies do grupo presente 
nos bancos de germoplasma, e da quantificação de sua variabilidade, dificulta o uso em 
programas de conservação, melhoramento genético e no intercâmbio de germoplasma 
(Oliveira, 2004; Cidade et al., 2013). 
A natureza complexa do genoma das espécies de Paspalum do grupo Plicatula o 
torna um alvo desafiador para a pesquisa genômica. Através de um estudo da diversidade 
genética das espécies constituintes de vários grupos botânicos de Paspalum, Cidade et al. 





P. atratum (grupo Plicatula) e P. notatum (grupo Notata) e transferidos para várias outras 
espécies, e distinguiram diferentes táxons de Paspalum, com exceção do grupo Plicatula, para 
o qual não houve separação clara entre os conjuntos de acessos das diferentes espécies. Por 
outro lado, foi possível distinguir geneticamente variedades dentro de P. notatum, o que os 
autores atribuíram ser possível devido à presença de bandas exclusivas nessas. Um alto 
número de bandas exclusivas também foi sugerido como o principal motivo para a 
estruturação genética observada em P. atratum, por Oliveira et al. (2016; capítulo III dessa 
tese), através da análise de marcadores SSR desenvolvidos para P. plicatulum e transferidos 
para diferentes espécies do grupo Plicatula. Portanto, o conhecimento da variação de 
sequências e, especialmente, a geração de um elevado número de marcadores moleculares, 
aumentam a possibilidade de encontrar marcas únicas ao longo do genoma dessas espécies, e 
representam uma valiosa informação que podem servir como ferramentas para várias 
abordagens, incluindo a identificação de indivíduos e a utilização no auxilio à classificação 
botânica do grupo Plicatula. 
Os SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) são marcadores ideais para esse tipo 
de propósito, uma vez que centenas de milhares de SNPs podem ser genotipados de forma 
rápida, confiável e barata usando plataformas de sequenciamento de nova geração (NGS) 
(Morin et al., 2004; Seeb et al., 2009, 2011; Davey & Blaxter, 2010; Hohenlohe et al., 2013; 
Goodwin et al., 2016). RAD-seq (restriction site-associated DNA sequencing) é uma das 
tecnologias que emprega esse método, que tem revolucionado a pesquisa genômica de 
plantas, permitindo o sequenciamento massivo de vários indivíduos paralelamente, onde mais 
marcadores podem ser sequenciados em um mesmo indivíduo e cada genótipo pode ser 
determinado em maior profundidade, logo com maior precisão (Davey et al., 2011).  





expressivo conjunto de dados genômicos e inúmeros marcadores SNPs para as espécies do 
grupo Plicatula, que possam auxiliar na inferência das relações filogenéticas entre as espécies 
desse complexo grupo, além de uma maior compreensão do genoma dessas gramíneas 




Foram coletadas 65 amostras de tecidos foliares de indivíduos de diferentes 
espécies de Paspalum, sendo 57 indivíduos de representantes do grupo Plicatula e oito 
indivíduos de espécies Paspalum pertencentes aos grupos Modesta, Malacophyla e Virgata, 
para serem utilizados como grupo externo na análise filogenética. Todos os acessos pertencem 
ao Banco Ativo de Germoplasma de Paspalum mantido pela Embrapa Pecuária do Sudeste 
(Figura 1). São originários de diferentes lugares do Brasil, como descrito na Tabela 1. 
 
Figura 1. Plantas de Paspalum plicatulum utilizadas para sequenciamento RAD-seq, 
mantidas no Banco Ativo de Germoplasma de Paspalum da Embrapa Pecuária do Sudeste em 
São Carlos, SP. 
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Tabela 1. Características dos indivíduos de Paspalum utilizados para a análise de RAD-seq.  
ID  ESPÉCIE Ploidia 
Conteúdo 
de DNA 
BGP BRA G. BOTÂNICO Munic.DE COLETA UF Latitude Longitude Altit. 
1 P. plicatulum 2n=4x=40 3,5 BGP-008 BRA-003450 PLICATULA Lages SC 27º 57’ S 50º 27’ W  900 
2 P. plicatulum 2n=4x=40 3,4 BGP-021 BRA-006157 PLICATULA São Gabriel RS 30º 24’ S 54º 19’ W  360 
3 P. plicatulum 2n=4x=40 3,9 BGP-073 BRA-008940 PLICATULA São Gabriel RS 30º 15’ S 54º 32’ W  160 
4 P. plicatulum 2n=4x=40 3,6 BGP-080 BRA-009032 PLICATULA Itaqui RS 28º 59’ S 55º 18’ W  40 
5 P. plicatulum 2n=4x=40 3,5 BGP-086 BRA-009130 PLICATULA Porto Lucena RS 27º 50’ S 55º 00’ W  150 
6 P. plicatulum 2n=4x=40 4,2 BGP-087 BRA-009181 PLICATULA São Gabriel RS 30º 24’ S 54º 19’ W  110 
7 P. plicatulum 2n=4x=40 3,7 BGP-088 BRA-009202 PLICATULA Guaíba RS 30º 06’ S 51º 19’ W  30 
8 P. plicatulum 2n=4x=40 3,3 BGP-089 BRA-009211 PLICATULA Guaíba RS 30º 06’ S 51º 19’ W  30 
9 P. plicatulum 2n=4x=40 3,4 BGP-090 BRA-009229 PLICATULA Guaíba RS 30º 06’ S 51º 19’ W  30 
10 P. plicatulum 2n=4x=40 3,4 BGP-108 BRA-009741 PLICATULA Camaquã RS 30º 52’ S 51º 46’ W  50 
11 P. plicatulum 2n=4x=40 3,4 BGP-120 BRA-010391 PLICATULA Corumbá MS 19º 00’ S 57º 30’ W  100 
12 P. plicatulum 2n=4x=40 3,3 BGP-182 BRA-013307 PLICATULA Quatro Barras PR 25º 19’ S 49º 03’ W  920 
13 P. plicatulum 2n=4x=40 3,5 BGP-137 BRA-011274 PLICATULA Soledade RS 28º 50’ S 52º 26’ W  770 
14 P. plicatulum 2n=4x=40 4,1 BGP-148 BRA-011517 PLICATULA Bom Jesus RS 28º 40’ S 50º 15’ W  1220 
15 P. plicatulum 2n=4x=40 4,4 BGP-160 BRA-012521 PLICATULA Três Lagoas MS 20º 46’ S 50º 40’ W  400 
16 P. plicatulum 2n=4x=40 4,1 BGP-164 BRA-012700 PLICATULA Dourados MS 22º 09’ S 54º 50’ W  430 
17 P. plicatulum 2n=6x=60 3,3 BGP-174 BRA-012939 PLICATULA Aral Moreira MS 22º 30’ S 55º 26’ W  660 
18 P. plicatulum 2n=4x=40 3,1 BGP-177 BRA-013048 PLICATULA Campo Largo PR 25º 27’ S 49º 23’ W  970 
19 P. plicatulum 2n=4x=40 3,6 BGP-180 BRA-013129 PLICATULA Balsa Nova PR 25º 27’ S 49º 38’ W  1160 
20 P. plicatulum 2n=4x=40 4,7 BGP-184 BRA-013391 PLICATULA Curitiba PR 25º 26’ S 49º 14’ W  900 
21 P. plicatulum 2n=4x=40 3,6 BGP-195 BRA-014168 PLICATULA Guarapuava PR 25º 25’ S 51º 47’ W  980 
22 P. plicatulum 2n=4x=40 3,3 BGP-196 BRA-014176 PLICATULA Guarapuava PR 25º 25’ S 51º 47’ W  980 
23 P. plicatulum 2n=4x=40 3,8 BGP-197 BRA-014354 PLICATULA Palmas PR 26º 31’ S 51º 55’ W  1050 
24 P. plicatulum 2n=4x=40 3,8 BGP-198 BRA-014389 PLICATULA Palmas PR 26º 31’ S 51º 55’ W  1050 
25 P. plicatulum 2n=4x=40 3,2 BGP-226 BRA-020796 PLICATULA Passo Fundo RS 28º 17' S 52º 27' W 660 
26 P. plicatulum 2n=4x=40 4,1 BGP-232 BRA-020974 PLICATULA São Luiz Gonzaga RS 28º 27´ S 55º 08´ W 210 
27 P. plicatulum 2n=4x=40 4,7 BGP-243 BRA-021598 PLICATULA Riachão MA 07º 21´ S 46º36´ W - 
28 P. plicatulum 2n=4x=40 3,6 BGP-250 BRA-022403 PLICATULA Arroio dos Ratos RS 30º 06´ S 51º 47´ W 170 
29 P. plicatulum 2n=4x=40 3,2 BGP-265 BRA-022951 PLICATULA Paranaiba MS 19º 34´ S 51º 14´ W 420 
30 P. plicatulum 2n=4x=40 3,6 BGP-266 BRA-022969 PLICATULA Paranaiba MS 19º 34´ S 51º 14´ W 420 
31 P. plicatulum 2n=4x=40 3,5 BGP-301 BRA-023663 PLICATULA Campo Grande MS 20º 34´ S 54º 41´ W 500 
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32 P. atratum 2n=4x=40 3,5 BGP-015 BRA-003913 PLICATULA Miranda MS 20º 18’ S 56º 25’ W  100 
33 P. atratum 2n=4x=40 3,5 BGP-098 BRA-009610 PLICATULA Terenos MS 20º 30’ S 54º 49’ W  530 
34 P. atratum 2n=4x=40 3,7 BGP-282 BRA-023353 PLICATULA Anastácio MS 20º 34´ S 55º 51´ W 240 
35 P. guenoarum 2n=4x=40 3,9 BGP-035 BRA-006572 PLICATULA São Borja RS 28º 55’ S 55º 36’ W  270 
36 P. guenoarum 2n=4x=40 4,2 BGP-132 BRA-011142 PLICATULA Cruz Alta RS 28º 40’ S 53º 32’ W  380 
37 P. guenoarum 2n=4x=40 4,0 BGP-163 BRA-012645 PLICATULA Dourados MS 22º 09’ S 54º 50’ W  400 
38 P. guenoarum 2n=4x=40 3,8 BGP-264 BRA-022942 PLICATULA Paranaiba MS 19º 34´ S 51º 14´ W 420 
39 P. rhodopedum 2n=4x=40 3,8 BGP-059 BRA-008630 PLICATULA Lages SC 27º 57’ S 50º 27’ W  980 
40 P. rhodopedum 2n=4x=40 3,9 BGP-194 BRA-014117 PLICATULA Guarapuava PR 25º 24’ S 51º 41’ W  980 
41 P. rhodopedum 2n=4x=40 4,3 BGP-201 BRA-014630 PLICATULA Curitibanos SC 27º 19’ S 50º 44’ W  820 
42 P. rhodopedum 2n=4x=40 4,3 BGP-296 BRA-023582 PLICATULA Dourados MS 22º 24´ S 54º 47´ W - 
43 P. lepton 2n=4x=40 3,1 BGP-063 BRA-008681 PLICATULA Lages SC 27º 57’ S 50º 27’ W  900 
44 P. lepton 2n=4x=40 4,0 BGP-135 BRA-011215 PLICATULA Santa Maria RS 29º 49’ S 53º 45’ W  150 
45 P. lepton 2n=4x=40 3,0 BGP-297 BRA-023591 PLICATULA Dourados MS 22º 17´ S 54º 48´ W 350 
46 P. oteroi 2n=4x=40 3,4 BGP-004 BRA-001503 PLICATULA Corumbá MS 19º 00’ S 57º 30’ W  100 
47 P. oteroi 2n=4x=40 3,2 BGP-118 BRA-010332 PLICATULA Corumbá MS 19º 00’ S 57º 30’ W  100 
48 P. oteroi 2n=4x=40 3,3 BGP-273 BRA-023183 PLICATULA Corumbá MS 19º 15´ S 57º 04´ W 120 
49 P. rojasii 2n=4x=40 3,9 BGP-171 BRA-012874 PLICATULA Caarapó MS 22º 25’ S 54º 41’ W  570 
50 P. rojasii 2n=2x=20 2,1 BGP-272 BRA-023167 PLICATULA Dois Irmãos de Buriti MS 20º 31´ S 55º 24´ W - 
51 P. rojasii 2n=4x=40 3,8 BGP-300 BRA-023647 PLICATULA Campo Grande MS 20º 30´ S 54º 44´ W 520 
52 P. lenticulare 2n=4x=40 3,3 BGP-213 BRA-015091 PLICATULA Abelardo Luz SC 26º 32’ S 52º 18’ W  900 
53 P. lenticulare 2n=4x=40 3,3 BGP-259 BRA-022845 PLICATULA Acreuna GO 17º 25´ S 50º 24´ W -  
54 P. wrightii -- 2,8 BGP-274 BRA-023213 PLICATULA Corumbá MS 19º 15´ S 57º 08´ W 120 
55 P. compressifolium 2n=4x=40 3,7 BGP-179 BRA-013111 PLICATULA Balsa Nova PR 25º 27’ S 49º 38’ W  1160 
56 Paspalum sp. 2n=4x=40 4.0 BGP-062 BRA-008672 PLICATULA Vacaria RS 28º 20’ S 50º 18’ W 980 
57 Paspalum sp. 2n=4x=40 4,0 BGP-200 BRA-014621 PLICATULA Campos Novos SC 27º 23’ S 51º 08’ W  930 
58 P. modestum 2n=2x=20 1,3 BGP-023 BRA-006203 MODESTA Santana do Livramento RS 30º 50’ S 55º 03’ W  130 
59 P. modestum 2n=2x=20 1,5 BGP-032 BRA-006491 MODESTA Uruguaiana RS 29º 33’ S 56º 48’ W  90 
60 P. palustre 2n=4x=40 3,1 BGP-217 BRA-020214 MODESTA Porto Murtinho MS 21º 42' S 57º 54' W 85 
61 P. malacophyllum 2n=4x=40 3,5 BGP-289 BRA-023469 MALACOPHYLLA Aral Moreira MS 22º 45´ S 55º 37´ W 640 
62 P. simplex 2n=4x=40 3,0 BGP-042 BRA-007480 MALACOPHYLLA Corumbá MS 19º 00’ S 57º 30’ W  100 
63 P. regnellii 2n=4x=40 3,8 BGP-406  - VIRGATA Origem desconhecida   -   -  -  - 
64 P. conspersum -- 3,8 BGP-352 - VIRGATA Origem desconhecida   -   -  -  - 





Extração de DNA genômico 
As extrações de DNA de folha foram conduzidas conforme a metodologia de 
extração em tampão CTAB de Doyle & Doyle (1987), com mais etapas de lavagem. O DNA 
total de cada genótipo foi avaliado quanto à qualidade e concentração na presença de um 
padrão High DNA Mass Ladder (Invitrogen) em gel de agarose a 0.8% (p/v) corado com 
brometo de etídio e por meio de espectrofotômetro (NanoDrop®).  
 
Construção de biblioteca RAD-seq e Sequenciamento em plataforma Illumina  
Preparamos bibliotecas de sequenciamento RAD para as 65 amostras seguindo o 
protocolo de Miller et al. (2007). O DNA genômico de cada indivíduo foi digerido com a 
enzima de restrição SbfI, em seguida adaptadores de 6 nucleotídeos foram ligados aos 
fragmentos de corte da enzima determinando uma identificação única para cada indivíduo. As 
amostras foram então multiplexadas em um pool representativo para sequenciamento 
Illumina, que continha quantidades iguais de DNA de cada amostra individual. Em seguida, o 
pool de amostras foi submetido à fragmentação mecânica aleatória em sonicador “Covaris 
M220 Focused-utrasonicator” para o tamanho de fragmento requerido no sequenciamento.  
Foram construídos dois pools distintos, os quais foram submetidos às etapas de 
seleção de tamanho de fragmento e sequenciamento, de maneira diferenciada. Para o primeiro 
foram utilizados 20 indivíduos de P. plicatulum, onde modificamos o protocolo padrão e 
selecionamos fragmentos de DNA de 600 pb, e, para o segundo pool, foram utilizados os 
demais 45 indivíduos de diferentes espécies, com seleção de tamanho de fragmento para 400 







Figura 2. Gel de agarose 1,5% das bibliotecas construídas após fragmentação e seleção do 
tamanho desejado A) pool de P. plicatulum com seleção para 600 pb; B) pool com diferentes 
espécies de Paspalum com seleção do tamanho de fragmentos para 400 pb. 
 
Sequenciamos o primeiro pool de 20 bibliotecas de P. plicatulum em uma única 
lane da flow cell em um sequenciamento paired-end de 300 pb, realizado na plataforma 
Illumina MiSeq com kit v3. Esse sequenciamento com fragmentos mais longos foi realizado 
com a finalidade de serem utilizados para a montagem de uma pseudo-referência. O 
sequenciamento do segundo pool foi realizado com 45 indivíduos em uma única lane, na 
plataforma Illumina NextSeq 500 – Medium Output (130M reads) com paired-end de 150 pb.  
 
Processamento dos dados de RAD-seq 
Processamos os dados de sequências e agrupamos os pares de reads de todos os 
indivíduos em RAD loci usando vários módulos do pacote de software STACKS, versão 1.30 
(Catchen et al., 2011). Inicialmente utilizamos o módulo process_radtags do programa 
STACKS para demultiplexar o conjunto de amostras recuperando a informação para cada 
indivíduo utilizado na construção da biblioteca e sequenciado; removemos os pares de reads  
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onde não foi encontrado um barcode correto e as seis bases da sequência de reconhecimento 
da enzima SbfI; e filtramos os dados com remoção de sequências de baixa qualidade 
assumindo Phred Score de 20.  
Ainda, removemos pares de reads que representassem duplicatas de PCR, usando 
o módulo clone_filter do programa STACKS. A etapa de fragmentação mecânica aleatória do 
DNA, para o tamanho desejado, pode produzir pares que são idênticos em ambos os reads 
forward e reverse, provavelmente duplicatas de PCR de um fragmento de DNA genômico 
original (Davey et al., 2011). Como a genotipagem depende da contagem de reads de alelos 
alternativos em um modelo de amostragem estatística, as duplicatas de PCR podem ocasionar 
falsos positivos, por não representarem amostras independentes do pool de DNA genômico 
(Davey et al., 2011; Hohenlohe et al., 2013). 
Para identificação dos locos RAD foi aplicado o módulo ustacks. O ustacks 
reconstrói os locos para cada amostra individualmente através de duas etapas: i) os reads 
foward para todos os indivíduos são empilhados em conjuntos exatamente correspondentes, 
os chamados “stacks”; essas pilhas representam os alelos putativos, embora alguns deles 
apresentem erros; ii) esses “stacks” exatamente correspondentes são comparados e o 
algoritmo busca combinar os alelos putativos em um mesmo loco. Nessa etapa, após testar 
vários valores, foi permitida uma distância máxima de 6 nucleotídeos entre stacks, ou seja, o 
número de nucleotídeos que podem ser diferentes entre dois stacks para poder uni-los. 
Quando os locos são formados, os reads reverse são alinhados contra eles, fornecendo mais 
profundidade que auxilia na chamada de SNP e detecção de polimorfismos. Assim, foi 
determinado o conjunto de locos para cada indivíduo e os SNPs detectados em cada loco 






O próximo passo foi criar um catálogo contendo todos os locos e alelos a partir 
dos dados de cada amostra, usando o módulo cstacks. Para formar o catálogo, utilizamos sete 
como sendo o número de mismatches permitidos entre os loci da amostra ao compilar o 
catálogo. Em seguida foi feita a correspondência de cada amostra contra o catálogo usando o 
módulo sstacks. 
 
Montagem de contigs  
Para montagem de contigs que servissem com uma pseudo-referencia para 
alinhamento dos dados e aumentar a confiabilidade dos SNPs detectados, foram utilizados os 
dados dos 20 indivíduos de P. plicatulum do primeiro sequenciamento descrito anteriormente. 
Foi utilizado o software FLASH (Fast Length Adjustment of SHort reads; 
http://ccb.jhu.edu/software/FLASH/) para mesclar reads paired-end, resultando em reads mais 
longos que melhoram significativamente a montagem das sequencias. Em seguida, foram 
agrupados os reads de todos os indivíduos em um único arquivo para cada RAD loco, usando 
o sort_read_pairs.pl do programa STACKS, com algumas modificações. O software de 













RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Utilizamos uma abordagem de sequenciamento Illumina de bibliotecas de Restriction-
site Associated DNA (RAD) tags, a partir do qual foram gerados, após o filtro de qualidade, 
mais de 70 milhões de reads para diferentes espécies de Paspalum do grupo botânico informal 
Plicatula, principalmente. Dos quais, 29.291.724 paired-end de 300 pb são provenientes da 
primeira abordagem de sequenciamento de amostras de P. plicatulum, e 44.023.836 milhões 
de paired-end de 150 pb do segundo seqüenciamento para as demais espécies de Paspalum. 
A partir dos dados separados dos 20 indivíduos de P. plicatulum, foram 
identificados um total de 225.327 locos RAD, com uma média de 11.266 locos RAD por 
indivíduo. Após realizar a montagem dos contigs visando criar nossa pseudo-referência, um 
total de 98.836 contigs RAD foi gerado. Esses contigs servem como referência para o 
alinhamento das sequencias dos indivíduos das demais espécies do grupo, afim de detectar as 
variantes, minimizando o viés da montagem de novo dos locos. 
Considerando todas as amostras das diferentes espécies de Paspalum analisadas, foi 
formado um catálogo com 813.668 locos RAD, nos quais foram identificados 661.215 SNPs 
putativos e um total de 702.923 haplótipos. Contudo, a detecção de SNPs a partir do programa 
STACKS não leva em consideração a poliploidia das espécies estudadas.  
Mesmo após quase 10 anos em que a técnica de RAD-seq foi lançada, a poliploidia 
ainda é uma condição crítica para estimativas precisas de genotipagem e dosagem de alelos, o 
que dificulta a estimativa de frequências alélicas em estudos genéticos populacionais 
(Gompert et al., 2017), tornando os trabalhos com indivíduos poliplóides praticamente 
inexistentes. A poliplodia, somada a ausência de um genoma de referência é, sem dúvidas, um 





Somente mais recentemente têm surgido propostas de abordagens para a detecção do 
número de cópias alélicas levando em consideração genomas não diplóides (Attiyeh et al. 
2009; McKenna et al., 2010). Em cana-de-açúcar (Saccharum spp.) foi reportado o uso da 
identificação do nível de ploidia e dosagem alélica de locos SNPs, detectados por 
espectometria de massa (Garcia et al., 2013). Como, também, a detecção de diferentes níveis 
de ploidia através da abordagem de sequenciamento shotgun, com cobertura mais profunda, 
variando de 10x a 50x (Margarido & Heckerman, 2015). E uma abordagem mais nova, 
sugerida por Gompert et al. (2017), propõe a identificação de variantes em organismos onde o 
nível de ploidia máxima observada é tetraplóide, usando para isso, pela primeira vez, dados de 
genotipagem por sequenciamento de baixa cobertura.  
A disponibilidade desse tipo de análise onde a profundidade de cobertura por 
indivíduo é baixa, representa um significativo avanço no estudo de espécies poliplóides. Uma 
vez que as abordagens utilizando bibliotecas de representação genômica reduzida para avaliar 
a variação genética em larga escala como GBS e RAD-seq, e o uso de um grande número de 
indivíduos e multiplexação de alta ordem, são comuns (Buerkle & Gompert 2013; Gompert et 
al., 2017). 
Nesse contexto, a partir dos robustos dados gerados aqui para esse complexo 
grupo, o qual abriga espécies de elevado potencial forrageiro e relevante interesse econômico, 
pretende-se utilizar os recursos disponíveis para detecção de dosagem alélica em poliplóide, 
visando explorar o máximo de informação que o RAD-seq e marcadores SNPs oferecem.  
Acredita-se que os marcadores SNPs assim determinados, auxiliarão no 
conhecimento genômico e delimitação taxonômica das espécies do grupo Plicatula, 
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RESUMO DOS RESULTADOS 
No presente trabalho, concluímos que os objetivos foram alcançados de maneira 
satisfatória, contribuindo significativamente para o conhecimento genético e genômico dos 
gêneros Urochloa e Paspalum, estando os principais resultados resumidos a seguir: 
Capítulo I 
• Este trabalho de tese gerou a primeira e única fonte de informação disponível que 
descreve o transcriptoma completo de folhas de U. humidicola; 
• Obtenção de 35.093 unigenes através do método de novo de montagem e anotados 
funcionalmente, informações que contribuirão para novas pesquisas em aspectos 
genômicos de U. humidicola; 
• Foram identificados possíveis genes novos ou mesmo únicos da espécie; 
• Maior parte dos genes de vias metabólicas de interesse agronômico encontrados, são 
referentes às vias de metabolismo C4, síntese de lignocelulose e resposta ao estresse 
de alagamento, esta última, que é uma característica diferencial de destaque para U. 
humidicola; 
• Foram identificados grande número de marcadores moleculares putativos, sendo 4.484 
SSRs e 560.298 SNPs; 
• A expressão diferencial e genes únicos observados entre o acesso sexual (BH031) e o 
acesso apomítico (BH016 – cv. BRS Tupi), foi confirmada por qPCR, demonstrando 
que a abordagem de RNA-seq utilizada é uma poderosa ferramenta de análise e 
comparação de genes; 
• Esses resultados corroboram com a hipótese apresentada em estudos anteriores de uma 









• Um transcriptoma de referência para P. notatum foi obtido através do RNA-seq de 
folhas e flores de plantas diplóides-sexuais (2xSEX), tetraplóides-sexuais (4xSEX) e 
tetraplóides-apomiticas (4xAPO); 
• Obtenção de 114.306 unigenes montados de novo apresentando robustas métricas; 
• Foram identificados transcritos contendo ORFs e sem anotação funcional, que podem 
ser melhor investigados como possiveis genes novos ou mesmo únicos da espécie; 
• A análise de genes diferencialmente expressos (GDE) entre os diferentes grupos 
biológicos (2xSEX; 4xSEX e 4xAPO) permitiu identificar genes relacionados ao 
modo de reprodução e ploidia em P. notatum; 
• Foram identificados genes potencialmente localizados na região de controle da 
apomixia (ACR) em P. notatum, contendo genes únicos e/ou diferencialmente 
expressos para os distintos grupos biológicos analisados; 
• A construção da rede de coexpressão gênica, associada ao enriquecimento dos termos 
GO (Gene Ontology), permitiu reconstruir os processos biológicos dos genes co-
transcricionalmente deslocados na rede, relacionados à expressão da apomixia em P. 
notatum; 
• Genes candidatos identificados nesse estudo representam um conjunto valioso para o 




• Obtenção dos primeiros marcadores microssatélites para P. plicatulum, os quais foram 
altamente informativos e transferíveis para diferentes espécies do grupo botânico 
Plicatula; 
• Diversidade genética do banco de germoplasma de P. plicatulum é alta e esse 








• Um conjunto de dados genômicos foi obtido através de RAD-seq para as espécies de 
Paspalum do grupo botânico informal Plicatula e serão utilizados para identificação de 
SNPs, considerando nas estimativas a poliplodia das espécies, visando elucidar as 

























A obtenção dos transcriptomas de U. humidicola e P. notatum e de sequências 
genômicas através do desenvolvimento de biblioteca enriquecidas em microssatélites para P. 
plicatulum ou através da técnica de RAD-seq para diferentes espécies de Paspalum, 
permitiram conhecer uma parte do transcriptoma e genoma dessas espécies, além de fornecer 
valiosas informações para o potencial e efetivo desenvolvimento de marcadores moleculares 
SSR e SNP em larga escala, ferramentas de grande importância para o avanço dos programas 
de conservação e melhoramento genético dessas espécies. Assim, fica evidenciada a 
contribuição dos estudos genético-genômicos aqui realizados, na eluciadação e ampliação do 
conhecimento das espécies desses dois importantes gêneros de gramíneas forrageiras 






Esse trabalho de tese gerou resultados inéditos e um grande conjunto de dados de 
sequências transcriptômicas e genômicas, altamente informativas, que permitirão a 
continuação da pesquisa com espécies pertencentes aos dois importantes gêneros estudados, 
Urochloa e Paspalum.  
Os transcriptomas representam valiosos recursos para minerar genes de interesse 
para o melhoramento genético, como àqueles envolvidos em produção de sementes; 
resistência ao pastejo; valor nutritivo; resistência e/ou tolerância ao estresse biótico e abiótico; 
e, sobretudo, genes relacionados à apomixia, importante característica das espécies forrageiras 
mais utilizadas para sistemas de produção de bovinos nas regiões tropicais e subtropicais. 
Essas sequências podem ser utilizadas para o desenvolvimento de marcadores moleculares 
SSRs e SNPs. 
Para U. humidicola, nosso grupo tem concentrado esforços no estudo da 
população F1 derivada do cruzamento BH031 (sexual) x cv. BRS Tupi (apomítica), para qual 
um mapa genético já foi construído e saturado por meio de marcadores SSR (Vigna, 2010; 
Santos, 2015; Vigna et al., 2016). Este é o primeiro mapa para a espécie e conta com 294 
marcas, distribuídas em 49 grupos de ligação. A principal perspectiva para continuidade de 
estudo nessa espécie é aumentar a densidade de marcadores no mapa e realizar o mapeamento 
de QTLs. Com esse intuito, marcadores SNPs já foram desenvolvidos a partir do 
transcriptoma apresentado nessa tese, e atualmente estão sendo genotipados na população e 
analisados. Tem-se SNPs associados às vias de fixação de nitrogênio, metabolismo de 
celulose e lignina, metabolismo C4 e tolerância ao alagamento, resultado da busca detalhada 
realizada neste trabalho. A geração desses marcadores funcionais, somados ao uso de métodos 
estatísticos adequados para a incorporação das informações de dosagem e nível de ploidia, 
175 
 
permitirão a inclusão de marcas multidoses no mapa de ligação levando a uma maior 
saturação do mapa e maior cobertura do genoma. Abordagens de genotipagem como GBS 
(Genotyping by Sequencing) também podem ser utilizadas, visando atingir esse propósito, 
aumentando a eficiência de rendimento no processo de genotipagem. Se essas novas 
informações forem associadas à maior capacidade de fenotipagem das populações de 
mapeamento, a eficiência na detecção dos locos que controlam as características quantitativas 
se torna mais refinada. Para U. humidicola já está disponível a fenotipagem para modo de 
reprodução dessa população de mapeamento. Um mapa mais saturado permitirá a 
identificação de um marcador mais próximo do loco da apomixia, fato que pode ser de 
extrema utilidade na seleção genômica, seleção assistida por marcadores, e também, a 
clonagem posicional deste gene. Ainda, pretende-se esclarecer a hipótese do genótipo BH031, 
único sexual do germoplasma da espécie, ser um híbrido. Evidências disso foram observadas 
no presente estudo e abordadas anteriormente em outros trabalhos (Jungmann et al., 2009; 
Vigna, 2010; Vigna et al., 2011; Santos, 2015; Santos et al., 2015; Vigna et al.,2016), no 
entanto, para confirmar a hipótese, será necessário utilizar análises de citogenética molecular, 
como GISH (genomic in situ hybridization) e FISH (Fluorescence in Situ Hybridization). 
Para Paspalum, diversas são as expectativas de abordagens de estudos possíveis 
após a realização do presente trabalho. Um dos principais objetivos é estudar a região que 
controla a aposporia em P. notatum. Segundo Ortiz et al (2013), Paspalum apresenta 
características que proporcionam uma oportunidade única para identificar os determinantes da 
apomixia, como uma menor região de controle da apomixia (ACR) do que a de outros 
sistemas apomíticos, além do genoma relativamente pequeno evitando os problemas 
relacionados à redundância genética ao realizar-se a análise funcional de genes candidatos.  
Porém, a ausência de recombinação observada para essa região, a qual é herdada 
como um bloco cromossômico, dificulta seu estudo por meio do mapeamento genético. 
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Assim, os múltiplos genes diferencialmente expressos entre sexuais e apomíticos e 
potencialmente localizados na ACR, que foram identificados através da análise do 
transcriptoma da espécie disponibilizado no presente estudo, serão investigados para a 
identificação de potenciais marcadores de apomixia. E, ainda, pretende-se construir 
bibliotecas de BACs (bacterial artificial chromosomes) para P. notatum, e utilizar esses genes 
para selecionar os clones de BAC que contiverem os genes alvos (dentro da região estudada). 
As sequências longas de DNA genômico geradas a partir dessa técnica permitem estudos de 
genômica comparativa e auxiliam a definir as relações entre estrutura, posição e função dos 
genes ligados à apomixia, a fim de dissecar os componentes governando a característica, a 
partir dessa complexa região genômica. 
Os marcadores microssatélites desenvolvidos para P. plicatulum e transferidos 
para outras espécies que compõem o grupo Plicatula servirão como ferramentas moleculares 
para futuros estudos genéticos em Paspalum, auxiliando as tomadas de decisões do programa 
de melhoramento. Podem ser usados na seleção de genitores para cruzamentos, caracterização 
de híbridos, análise da taxa de cruzamento, avaliação do fluxo gênico, efeitos da deriva 
genética, estrutura populacional, caracterização de cultivares, entre outras aplicações. 
Contudo, o Grupo Plicatula ainda permanece com problemas de delimitação de espécies. A 
complexidade evolutiva do grupo se deve às características morfológicas contínuas 
apresentadas entre muitas de suas espécies, associadas à hibridação natural, a poliploidia e a 
apomixia.  
Os métodos de genotipagem por sequenciamento de alto rendimento têm tornado 
os SNPs especialmente atrativos como marcadores genéticos. Com a disponibilidade dos 
dados genômicos para o grupo Plicatula, gerados neste trabalho a partir do RAD-seq, e a 
implementação de estratégias adequadas de análise dos dados, será possível identificar e 
quantificar alelos nesses marcadores. Isso permitirá uma melhor compreensão de mecanismos 
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evolutivos, arquitetura genética, função de genes e vias de regulação, e associação dessas com 
a geração e manutenção de diversidade biológica. E de interesse mais imediato, responder 
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